POMORSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY W SZCZECINIE

Mgr Gukasz Skal ski

Ekspresja enzym-w metabolizuj Ncych

The expression of drugs metabolising enzymes in patients with HCV

Rozprawa doktorska w dziedzinie nauk medycznych i nadtowiu

Dyscyplina nauki medyczne

Promotor: prof. dr hab. n. med. Mateusz Kurzawski

Szczecin, 2023 r.



OsSWI ADCZENI E

Ja ni Oej podpi sany/a Gukasz Skal ski, dok
s t u ddoktorenckich Pomorskieddniwersytetu Medycznego w Szczecinie:

1. OS§WI ADCZANMe przedkadana praca dypl omow
met abolizuj Ncych liekstwgpr wgkbegonaHEY mo

Oznacza to, Ue przy pisaniu pracy,, ©poza
nekorzystagem z pomocy innych os-b, a w
opracowania rozprawy | ub | ej cznSci i nn\
pracy |l ub | ej czinSci ze FTr-ded nieumies:

JednoczeSnie przyjleuj gdydooy wioandyolhsozSeci ¢ Swi adc

ni eprawdzi we, decyzja o wydaniu mi dypl omu z

W zagNczeniu przedstawi am oryginag pracy
w edytorze tekstu Microsoft Word 2003.

(czytelny podpis doktoranta)

2. . ...
w/w pracy.

(wyraUam/ nie wyraUam)

SZCZECIN, NI e i

(czytelny podpis doktoranta)



Chciagbym serdecznie podzi nko\

prof. dr hab. n. medVateuszowi Kurzawskiemuwa wsparcie,
inspiracjn i cenne wskaz- -wki, kt- r
Jego zaangaUowanie | opi eka b

Chciagbym r-wnieU wyr azMaddalemd z i fic z
Budzi agogwmédd epnny -Ba ma Eoikziden. med.

Damiana Malinowskiegg a i ch wsparcie, nauk
l ch komentarze I wskaz- wki

i pomoggy mi doskonal.

Ni e mogin zapmoonthiiehi ® imopketg-yrjzayc i zoajvascz
ze mnN w trudnygehsghWiyl acimii raaWMNsii p o
i motywacja bygy dla mni

r-wnielU serdecznie podz

Chciagbym
,Drzoaf dzmokblwiiwi e

Farmakologii, prof. dr hab.n. med Mar k o wi 0
odbywania doktoratu. Bez jegoza g a Uowani a i ws

nie miagbym moUliwoSci realizacji moi
wszystkim pracownikom Katedry Farmakologia Uy cz | i wo S| i

Na koniec checi m@irpr}amzypietomzikﬁkovzzy[ Zzapewl

wyksztadcegnitenoiScum kt-re umoUli wigy
doktorskiej. | ch wi edzl@ezcenned o Swi



3DPEO OOAGAE

WY KA Z S KR C T G N e e e e e e e e aa e e e e e e s s e s st b b e araeeeees 5
IR A 1 N0 =TSSP 8
1.1. WWTROBA W METABOLL.ZMIL.E..LEKEW. .cocooiiiiiiiiriieeieeiens 9
12.FARMAKOTERAPIA WZW TYPU C  ..ooiiiiietie ettt nnee e e e nneas 37
A O = I e N O R SSRURPP 51
3. MATERI| AGYDYBABREENITEE ......ooveeeieeeee ettt teste st st enesee e 52
1 T R |V I T S = T - U o PSS 52

3.2.1zolacja mRNA oraz il oSci dwmgRTFPPCR):...w...c.z.a.53 e

rzec

3.3.Analiza iloSciowa biagka..z..z.as.t.as.0wa.ni.bm LCT MC

R I o (o Tt =T [ = W N = PRSP 58
G €T T 1Y 010117 1 TSP 62
3.5. ODbliCZENia StatySIYCZNE.......ccce i e r e e e e e e e e e e e e e e e e a e 63
4. KORZYSCIl .BADAG. ...t a e 64
5. WYNI KI I OMEWI ENI E WY.NL.KEW..BADAG.......cooooriireeee, 65

5.1.110Sciowe okreSlenie zawartoSci RNA..i..B5 agek w

5.2. Analiza korelacji pomi Adzy ekspres..N..mB2NA bada
53.Analizazwi Nzku pomi idzy wybranymi wariant ami genetyc:
z metabolizmem | ek-w oceni o.na..na..po.z.i.omi.e..99MRNA i

OB D ] (0 N 1 L VPP 101

4741V 1 2] PP 113

SN I S YA 0974 =1 1| SRR 114

Q.SUMMARY ..ottt et e e et e et e et e e ae e et e et e ettt e Rt e E e e eRe e Rt e e Re e e nee e Rt e e nneeenneeenes 116

10. Pl SMI ENNLCT MO et e e e e e 118

ST o ST o O | PRSPPI 133

L2.SPIS TABEL.....iiiieieiiieeeit ettt ettt et e s e s te e e st e enteeesteeenteeenteeeteeenseeanteeeteeeneeeneeeneeen 139

13Z A G C Z NuLiiK ottt 140



WYKAZ SKRCTCW

ABC ang. ATRbinding casssette, o d zi na bi agek ABC

AHR ang.aryl hydrocarbon receptor, e c e pt or wargnatycanyatho r - w

AlH ang. autoimmune hepatitis aut oi mmunol ogi czne zapal el
ALP ang. alkaline phosphatastsfataza alkaliczna

ALT ang. alanine transaminasaminotransferaza alaninowa

AST ang. aspartate transaminasaminotransferaza asparaginianowa

ATP ang. adenosine triphosphat@denozyne -Mjfosforan

AUC ang. areaunderthecurve pol e pod krzywN

BCRP ang. breast cancer resistance protein bi agko opor noSci raka
CAR ang. constitutive androstane receptkonstytutywny receptor dla androstanu

CMV ang.cytomegaloviruswirus cytomegalii

CNV ang.Copy Number Variatiorzmienna liczba kopii genu

DAA ang.directacting antivirals| eki o bezpoSrednim dziaga

EASL ang. European Association for the Study of the LivEyropejskie

Stowarzyszenie Bada® nad WNtrobN

EBV ang. EpsteinBarr virus, wirus EpsteirBa r r 0 a

ECHO ang. enteric cytopathogenic human orphan \@g1&CHO wirusy

EDTA ang. ethylenediaminetetraacetic ackivas wersenowy

EM ang.extensive metabolizeszybcy metabolizerzy

EMA ang. European Medicines Agency Eur opej ska Agencja Lek:
FDA ang. Food and Drug AdministratioAhgencj a t ywnoSci [ Lek:-
GGTP gammaglutamylotranspeptydazy

HBV ang. hepatits Bvirus wi rus zapal enia wNtroby typ!l
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ang. physiologically based pharmakocinetigdel farmakodynamiczny

pegylowany interferon alfa
glikoproteina P

ang. poor metabolizeysvolni metabolizerzy

ang. primary sclerosing cholangitis pi er wot ne stwardni aj N

U-gci owych

ang. pregnane X receptaieceptor X pregnanu



RBV rybawiryna

RXR ang. retinoid X receptor, ecept or X retinoid-w

SDS s sodowa kwasu dodecyl osi arkowego

SLC ang. solute carriertransportery z rodziny SLC

SNP ang. Single Nucleotide Polimorphispolimorfizm pojedynczego nukleotydu

SVR ang. sustained virologicresponse t r waga odpowi ed¥ wirus
SXR ang. seroid xenobiotic receptor, e cept or ksenobiotyk-w st
TNF-U ang. tumor necrosisfactor czynni k mar tafda cy nowot wor
UM ang. ultrarapid metabolizersiltraszybcy metabolizerzy,



1. WSTNP

Kom-rki wNtroby pegdgni N istotnN rolfin w met
do organizmu. W przypadku zaburze@® zwi Nzanyc
wNtroby, ograniczaj Ncych jej prawi dgowe dzi
wNtroby) moUe dojSi do sytuacji, w kt- -rej
zmi eniony, poni ewaU narzNd ten jest gg-wny
met abol i zmu -2wieNjzk -gwe nenryccch (w tym det oksykac,]
slbstancij.i stosowanych jako | eki. W wNtrobi
W procesy met abol i zmu l ek - w i I nnych ksen:

kat al igkwejjece feazy, a takUekbcjezeprengaumyakat
[1,2].

AktywnoSi enzym-w biorNcych udziag w met.
czynni k- w, kt -re warunkuj N wydajnoSi POSZC:
(na przykgad czynnik-w fizjologicznych, gene
zmi an w zawartoSci poszczeg-l nych enzym- w
a w szczeg-IlnoSci w schorzeni aczhangoHegatdisi@ o Uu w
wWirus, wirusowe zapaleMijgedvMNak obiyepgeprue,C a
nat e ma-t mechani zm-w regulacyjnych, kt -re |1 eU

Ue ekspresja niekt-rych enzym-w jest cznSci

na poziomie transkrypcji. Wskazujeenaymow mi
met abolizuj Ncych | eki na poziomie mRNA z il
patologicznych. MoUliwy jest r-wnieU udziag
epigenetycznych (miRNA, metylacjia DNA-15i t r ozy |l acj a bi aafue& ) . Do
il oSciowe opi sy MRNA or az prace dotyczNce
met abolizujNcych |l eki dotyczN gg-wnie zdrow
zil oSziaowaNt oSci N biagka. Tak wigfecn - w setnoztynme w
met abolizuj Ncych | eki omaz porhomileoSki adviea o

wiarygodnych metod laboratoryjnych (lpC-MS/MS - chromatografia cieczcowap r z i Uo n a
zespektrometilmas) w st anach patologiezykygal -SHRvr pBy

Poszerzenie wiedzy na temat zawartoSci (
enzym-w w chorobach infekcyjnych wNtroby dop
kinetyki lek-w, a w przyszgoSci wp&k bgk- - wr



l ub modyfi kacj i schemat -w dawkowania juU i st
w wyjaSnianiu toksycznoSci oraz interakcj.i

wiedzy na temat zwifikszonego oyopkaUepsafipo
zmian w ekspresji gen-w systemu detoksykac)
uczestniczNcych w patogenezie chor-b infekecy
w ocenie skutecznoSci ter api icjinateNatFatogeoeye by i
danego schorzenia8] . W ostatnich | atach pojawi go si
wpgywu wystfipowania stanu zapalnego na WwNtr
zwi fkszonN wprd dikk €jhii sdyatnalkeins kladle. zWamiakii zy p
pacjent-w z HCV mogN winc takUe dail pewien o
grupach pacjent -w z niewydolnoSci N wNtroby o

11. wt TROBA W METABOLI ZMI E LEKCW

W organizmie czgowi ekyam ovNuao Ddie m,e skt -nrayj

r-Unorodne funkcj e. Opr - cz udzi agu W przem
wytwar zaniu O-gci, met abol i zmie hemu, syni
i mmunol ogicznych, |jest naj wksykacj craz metapaizvmiear z Nd
ksenobiotyk: - w, w tym | ek w. Badania kliniczi
met abolizm | ek-w jest zmieniony, co zwi Nzane
enzymatycznN or az Zabur zodhy m wnirtammz g o rhteepna t

Konsekwencj N chor-b wNtroby jest wific zmieni
mi el wpgyw na skutecznoSi i bezpiecze@Estwo

wNt roby, prowadzNcych do ci fi@kitejj edinaky dollh
i obejmuje zar - wno c¢ zam.nhepatitis G wirfiseilus 2apalenéa n p .

wNtroby ty mog. h€patitis BvBris (Wi rus zapalenia wNtrok
autoimmunologiczne np. PBCGurfg. primary biliary cholandis, pi erwotne zapal
U- §gci owy ary) primaf Sarosing cholangitis pi er wot ne st wardni e
dr - g U- §ci ang. yaudmmune Bepatltis(aut oi mmunol ogi czne za
czy uszkodzenie toksyczne (np. alkoholowa charobw Nt r o by ) . Wi rusowe C:z
takie jak HCV, sN zwi Nzane ze zwidGikwszenN



w konsekwencij.i powodowania powaUnych dysfunk

wi NUe zsnviimkzsepnyki em wysaNpii emNtar artayr s&kr az n o\
7, 8].

WNt roba to organ mi NUszowy, odpowiadaj Nc\
substancji. OdnoszNc sifi do bardzo r-Unorodr
organem o uniwersahnywhowg§yaScawo&crzdcbhwi a, j
sin w | eojazpmolzran bji egj obszar em. Ze wzglndu na
wngl owodan- w i bi agek, organ ten charakteryz
substancje odUywazwme,a dlesttegomartzeNdl e mNtbar dzo
W wNtrobie moUna wyr-Unil dwa gg-wne rodzaj
odUywcze (rysunek 1). Podst awowe natlenieni
wrotnN za$S transportliwane gM,j Npkizede hanziyas
pokar mowym, w tym substancje odUywcze, a tal
l okali zacj a i rodzaj unaczynienia ma
o pegnione przez wNtrobn fumemjéeéegkwwtywm pee
kol ejnoSci tych podawanych drogN doustnN, K
zanim ulegnN dystrybucji do docelowych tkane
oraz ekspresja gen-w enzyycwny mitmadjowi 2k Negya
nar z Ndu w biotransformacij.i ksenobiotyk: - w.
wszystkich enzym- w met abol i zuj Ncych | e ki
w wNtrobie. Opr-cz tkanki wNt reonbdvwedkj ,w earozgyNm)
takUe zlokalizowane w obr fbhied i t kamnu&kk:aduk gvaya
-nerek, ukJjadpjoddeckomagongreircwewgo, a takUe u
im-zgu [8, 9, 10].
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Rysunek 1. Unaczynieniav Nt r bappdstawie: [11], zmodyfikowano.

W strukturze wNtroby moUna zaobser wowal e
do pegnienia funkcji metabolicznych, w budow
przewagn (okogo 80%ovsazgistKdeh WwWpspeejkaltiezo
hepatocyt - w, kt-rych wnitrza stanowi N i ba
nat omi ast pozostagN cznSi-Srs-tdamipowm kNo wle 0 m- g ii
BrowiczaKupf era oraz kom-r kdi dwyantkii gmMaecnye(E, k dwi-

Wi rusowe czynni ki zaka¥Fne, takie jak HCV, sN
pacjent - w, poprzez powodowanie powaUnych dy
rozwoju marskoSci wNt r oj§ yizjoldganyclo ¢lzkeji ofax z abu
j €] uszkodzeni a. W wyniku dgugotrwagego st
obserwuje sin spadek | iczby zdrowych kom-rek

wg-knistej w miNUszu WNtwomhoevyima Klti-zm pezsdp
gdy stan zapalny w wNtrobie nie jest | eczon
pojawienia sifn zbliznowace(GCG, przy coraz Wwih
(na przykgad w poasctyajcniychyzk -fwnkegenewNt r ob:
ograniczone. Ze wzgl nduw nmai Nolbswesut aw Mtcreo bzowdy: m

ostatecznie przegrody (septy), blokuj Nce pr
11



dopgyw skgadni k-w odUywc adychkoor azk k deorceb ioavt

zmi eni aj Nc takUe wydlflj noSi biotransformacij.i

W cytopl azmizl dkplaitmcwaneyv sN enzymy, Kkt r ¢
bgon kom-rkowych wydostaj N sifn do krwiobiegu
we krwii s N, t mi @i d z YLTi(amimotramsferaza alaninowa) i AST (aminotransferaza

aspargini aanoovanny ngN dinagnostycznym Fr-dgdem i

nar zNdu. Zmi eni ony, wysoki poziom aktywnoSci
kom-r ek wvNotsrtorbyyc h i przewlekgych chorobach t
toksyczne uszkodzenieNt r oby czy marskoSi wNtroby. Doda
aktywnoSi enzym-w zwi Nzanych z nabgdonkiem dr
GGTP (gammag | ut amy |l otranspeptydaza). Wzrost ich

ni edr oUrJo §xii odwy-cch, chol estazy wNtrobowej spo
w przypadku diagnostyki onkologicznej [7, 8].

W rozpoznaniu HCV, opr-cz powyUszych wsk:
badania serologiczne orazywé rusbniogoweijne.kitSg
diagnozn -BICVygodnil od zakaUeni a (-]0ay§ddii bada
od zakaUenia (w przypadku -HQVRNEHGW-wWy gy twApiupep
we krwi okresowo, dlatego na podstawie pojedynczago,e mnego wyni ku badan
wykluczyl w 100% zakaUenia HCV u chorego n
powt -rzyl. Dodatkowo, pomocniczN metodN w di
rdzeniowego HCV (HCVcAQ) [8].

W miarn posneneanwaedaeay w zakresie nauki
przykgada sin do zagadnie@® zwi Nzanych ze sz
i kom-rki, szczeg-lnie te, kt-re tworzN wNtr
za | os fgenikmisy ichvmembolizmbi ot ransf or macj n. Na akt
procesy bi otransformacij.i l ek - w, skgadaj N s
zar-wno biodostnpnoSi l ek - w, jak i ich in
przekszt aigle supstdrcjy entioi wegzogennych. Enzymy te

wszystkim w obrnbie ggadkiego retikulum end

mi krosomal nego zl okalizowanego w obrnbie k C
w przewaUaj Nbee jwzigll aiQlaui na bardzo szeroki zak
mnogoSIi f unkbigsyntezyz wz dkerke svi eendogennych oraz p

12



endo i egzogennych, hepatocyty sN szczeg-Ilnie
takie jak: mitotiondria, lizosomy, peroksysomy. Rozbudowany system retikulum

endopl azmatycznego (przemiana biagek) oraz
|l i poproteid-w oraz kwas-w tguszczowych), ze

picherzykowdiZi eblgsojnNcych Srodowiska przebiegu

wyspecjalizoamewniuakjghacdy war unki do prawi dgov
met abolicznych. W retikulum endopl azmatyczt
sin w kszt ahgt s prg awsnzocl zeogngyycch cystern, zachodz

z przemi atnwo rbzioangee ks N na przykgad biagka osoc
endoplazmatycznym (rysunek 2), znajduj N sif
cholesterol oraz glikgen i co istotne z farmakologicznego punktu widzenia, zachodzi

t u r-wnielU proces det oksykacj i i bi otransf
steroi dowy c h15]i l ek -w [ 7, 12

Hepatocyty stanowi N podstawowN jednost k
wiel ok Nt ny ksztagt, a ich wielkoSlI wynosi ok
pod wzglndem funkcjonal nym posiada dwa biegu
Bieguny te sN wyra¥fnie widoczne w kom-rce, C

~

od dr-g U-gciowych, a wynika to takUe z ugod0

Do Sciany naczy® krwionoSnych (naczy®@ z

naczyniowy hepatocytu, kt -ry pokryty jest | i
do pzestrzeni Di ssego (przestrzeni okogozato
skgadni k-w odUywczych do wnitrza kom-rKki or ¢

krwionoSnego. Nat omi ast okodo n8b0i% gpuonwy,(e:rgzccihor

kt -srtyanowi powierzchnin, kt-rN stykajN sin z
hepatocyty, w wyni ku wpuklenia sifn bgon kon
pogNczeE mi idzykom-r kowych, t wor zN Swi at
jest dobrze odizolwane od pozostagej powi erzchni k om-
jest wydzielanie U-gci oraz substancji wraz

[12, 13, 14, 16].
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© % o GLADKIE RETIKULUM
ENDOPLAZMATYCZNE

o - E__,/ 4

Rysunek 22.Ggadki e reti kulum ehbdkitp-lreezgnat zrajnckyj e

mikrosomalny, bogaty w enzymy cytochromu P454)[13].

Procesy metaboliczne, zachodzNce w wNtrol
kt-re zazwyczalj zwinkszaj N biodostfipnoSi i

przemiani dostarczanych substancj i czylii pof il
rozpuszczale w wodzie, moUliwe do usunifncia z ustr
Przykdadem takich proces-w sN reakcje: ut | e
w przewaUaj Ncej mierze, z udziagem i kgeenzym-:

| fazy met abaeklcijzemu Ifeakz-yw.prPhewadz N przewaUni e
ich biologicznej aktywnoSci . Nat omi ast ni ekt
| fazn biotransformacji s N taterapguiyczmegdinganyi z d o |
w aktywnoSci poszczeg- |l nych eatamnpdmiemny efekt a du ¢
w odniesieniu do r-Unych farmaceutyk: - w. Re a
szczeg-gowo podzielil na prooncoecskys.y gleyndarcg kK sy |
epoksydaciji. Rodzaj substratu metabolizowanego przez enzymy cytochromu P450 warunkuje
r-wnieU wystinpowanie innych reakcji: dehydr a
i zomeryzacj. [ dyichnre wykomzystaij 6 m  akatcyhvordae N mo n o

charakterystyczne]j dla nadrodziny biagek hem

Na drugN fazin metabolizmu lek-w skgadaj N
w kt-rych metabolity pochodzNce 2z bptangamns z e j
endogennymi, np. kwasem siarkowym, glukuronowym czy octowym. Skutkuje

to powstawaniem produkt -w gatwo rozpuszczaln

14



eliminacjn z wustroju, co moUna opisal jako

szkodl i wych metabolit-w i ich inaktywacja w
podrodziny UGT1A i 2B, a nastnpnie ich wydal
Losy poszczeg-lnych |l ek-w w or ga mpodegaiyko r - Uni
jednej z opisanych faz metabolizmu, a niekt:
[17, 18].
LEK

WYDALANIE ~=%——  METABOLIT Il FAZY

| FAZA

utlenianie

redukcja -

| —m=-( METABOLIT | FAZY | EAZA

hydroliza
sprzeganie z aktywnym kwasem
glukuronowym, siarkowym,
octowym, aminokwasami i innymi
zwigzakami

Rysunek3.0g - | ny schemat bi@prraacnoswaomrinea cwg a sl neek.- w.

Enzymy biorNce wudziad@cw bliooturkayrasdfuo rcnyatcg cit
stanowi N nadrodzinhn bi agek hemowych wy kor z

W organizmie czgowieka zidentyfikowano do te

do 18 rodzin [ 15] . SpoSr -edl kai clhi czphkobi st
w metabolizmie lek-w [16,17]. WinkszoSi enz
bi otransformacji | ek-w, naleUy do podrodzin:
Z a met abolizm okogo 90% wszysité&jshyczhhnaeyzn
wpgywaj Ncych na |l osy |l ek-w w organizmie nal ¢
cyp2cCsg, CYrP2C9, CYyP2C19, CYP2D6, CYP2E1 (r
bi otransformacj i, enzymy t e bi or N takUOe u
m.in . : sterol i, kwas:-w tguszczowych, wi t amin

15



|l iteraturowe wskazuj N, Oe w przypadku WY ¢
farmakokinetyka l ek - w j est zmi eni ona, na
bi odost Apna%gic hprdowjshmawe | ek-w. Model owy mi o
kt - rych dziaganie jest zaleUne od aktywnoSci
kofeina, kt - ra jest substratem dla CYP1A2, r
czydebryzochia, bndNca substratem dla CYP2D6. Obni
CYP450 w patologiach wNtroby jest szczeg:- | ni
farmakol ogicznej . Ostatnie doniesienia z pr.:
uwi nkszoSci (80%) pacjent-w u kt-rych wystnp
wysthpowania st giumalrzaniby wht ko tych zda
modyfi kuj Nc dawkn |l eku [19]. Wg.FooddhdRrug z t vy
Admiristration,Ag e ncj a iLyewkn-owS)c i o raagz EurBpdan Medicines Agency

Europejska Agencja Lek: - w) ni edawno wdroUygy
bada®& farmakokinetycznych dla pacjent-w z za

leczenia farmakologicznego [20, 21].

CYP3A428%

METABOLIZM I
FAZY 419

CYP2D610%

CYP2C9%
INNE ENZYMY

.Lhw! /9
METABOLIZMI|E
10%

-

Rysunek 4. Ud zi ag poszczeg:-Ilnych el ement -w ukgad
met abol i czzayielh | ek - w
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AktywnoSi enzym-w ukgadu CYP450 jest zale

stres, ws p o mrsitaeamey wcaz o3 migéjczne wNtroby, WY ¢
[ I nfekcji. Ekspresja izoform CYP450 r- Uni
endogennych (wiek, pgel, rasa) i p opddie@,ga r eg
pal eni e papi wrpszwpadku wielu i zoenzym-w jes
W trakcie procesu powstawania biagka, wpgyw

w kolejno wystfipujNcych po sobie etapach (ry

etapy, wor zebi egu kt-rych zmianie moUe istotnie
tempo degradacji specyficznych mRNA, wydaj nc
bi agka.

STABILIZACJA mRNA STABILIZACJA ENZYMU

TRANSKRYPCJA GENU

DOJRZEWANIE mRNA TRANSLACJA

Rysunek b Etapye k s pr esj i g&ampRdw CYP450.

Jak przedstawi ono w tabel 1, nal eUy
Ue wiele zwiNzk-w chemicznych | est jednoc
i nhi bitor ami enzym- w CYP, posiadaj Ncy mi ZC
w konsekwencji muaeilaktywho$leUt dgqo systemu,
jednoczeSnie moUliwoSIi wystiApowania interak:¢

[22-32].

Rola czynnik-w genetycznych w aktywnoSci
istotna (takUe metwdbellidumiralwekziwdgd wvpr zypac
CYp2D6, CYP2C19, CYP2C9 czy CYP3A4. Wystnpuj
polimorficznych i pr z e z co, w zaleUnoSci od genetyc
met abolizowania | ekdanegbpdiayymus ubmotUnat avgir
pacjent-w (w zaleUnoSci od szybkoSci metabol

Dobrym przykgadem genetycznego uwar unkow
zmi ennoSi CYP2D6, kt -ry &katalizuje,30 r-0Un

17



zarejestrowanych l ek - w, a w S r -adienolityézmy¢th s z er
(jak metoprolol, propranol ol ), antyarytmicz
przeciwdepresyjnych (amitryptylina, fluoksetyna), ondansentronu, tamoksifenu, czyykodei

Gen koduj Ncy ten enzym wysthipuje w co naj mn

ze zmniejszonN aktywnoSci N |l ub brakiem akt
europejskich w tym pol skiej, g § - wnQYP2DG zeysctz yonbNe cnni et
alleli *3 (SNP powoduijadgdrgmeshifpi, a 4 r(aSmkPi poodacoz

zaburzenies k § a thRNAI- ang.splicing defedti *5 (delecja genu). Wolroraz ultraszybcy

met abolizerzy -5 Uknri d\t rsii @ snzaywskbst@ic iCXP2D6edt a b o | i
0s-b homozygotycznych z dwoma all el ami typu
aktywnoSci CYP2D6 sN zmiany poj sidglenuclgoyde h nuk
polimorphismy , prowadzNce do utraty &24tywnoSci kod

Jednonukl eotydowe polimorfizmy nie sN jed
zmian w geniegCYP2D6 Zmi ennoSi w zakresie iloSci akty
zmienna liczba kopiigng. Copy Number Variaton z mi ennoSi wyni kaj Nca z
l ub i nnych kombinacji, rysunek 6) jest r-wni
odpowi edni ej terapidi farmakol ogi cznej czy t
R-Unice w | i €CYP2béewp gpowaj Ngrauka@&tygwanaySubnot yp
Zmi any genetyczne powoduj N wystfipowani e r
met abolizuj Ncych 1| eki poprzez wpgyw na ekspr
oraz r-UnN aktywnoSci N;24]j eSli chodzi o jego

18



A B Cc D wariant referencyjny
A B ¢ ¢ b duplikacja
=
A B ¢ c c D wariant multialleliczny
A B CDDUDODTCODC D C D 2zfozone rearanzacje
A C B D inwersja
R

Rysunek 6.Zmienro ST genet Yac[247]la DNA.

W przypadku kodei ny, bAndNcej prol ekiem a
pozbawieni aktywnoSci enzymu nie odnoszN kor
terapeutycznego), natomiast pacjenci z aktywnymi wieloma formamg e n u wy k azu
podwyUszonN ak+tsyNwnboaSrid zeineziy muar aUeni na toksy
morfiny (metabolitu kodeiny powstaj Ncego w r
teU, w zaleUnoSci od posi adame] weolllneylcihc zmeetja |
(ang. poor metabolizeys ze wzglndu na brak funkcjonal ni
punktowych | ub delecji obu alleli obserwowan

met abol i a@r intermediate szybkich metabolz r - wang. ( extensive

charakteryzujNcych sifn wydajnym metabol i zme]
(ang. ultrarapid u kt-rych wystnpuje wiele kopi. gen
aktywnoSci N i przyspiesz3@nym metabolizmem | e

19



Tabelal.Naj waUni ejsze enzymy bior.Rec[836Wdzi af

1. ENZYMY Bl ORI CHIEUBBDAGZWI E LEKE

NAZWA FUNKCJA PRZYKGADOWE
SUBSTRATY

CYP1A1l - klasyfikacja: -wi el opier Sc
numer Uniprot: P04798 oksydoreduktazy wingl owodory a
masa czNs2R752kDRow -enzym, - difloksacyna
cznSci N -teofilina,
cytochromu -k wasy tQgusz
P450,
- odpowiada za
met abol
aktywa
prokarcy
w do ich
aktywnych
met abol
-ul ega g
ekspres;ji
pozawNt r

Rysunek 7.Struktura krystaliczna
CYP1ALl.Za: [33, 35, 45]

CYP1A2: - klasyfikacja: -teofilina
numer Uniprot: P05177 oksydoreduktazy -kofeina
masa cz Ns5748kD& o w -enzym -klozapina
odpowiedzialny za -olanzapim
met abol i: . '
10%-15% | e -tyzanidyna
- istotne znaczenie -duloksetyna
w bioaktywacji

mut agen- v
N-hydroksylaciji
aryloamin.

Rysunek 8 Struktura krystaliczna
CYP1A2.Za: [39, 40, 46, 47
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/clozapine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/olanzapine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/duloxetine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/duloxetine

CYP3A4:
numer Uniprot: P08684
mas a

Rysunek 9.Struktura krystaliczna
CYP3A4.Za [35-38, 48, 49]

CYP2BG:
numer Uniprot: P20813

ma s a

Rysunek 10.Struktura krystaliczna

CYP2B6.Za:[33-38, 5054]

c z N sB684kD& o w

c z N s386¢elt kD& o w

- klasyfikacja:
oksydoreduktazy
-gg - wny
met abol i

leki, b

udzi a-g5%w

wszystkich
reakcji | fazy.

- klasyfikacja:
oksydoreduktazy

stanowi
1% wszystkich
enzym:-"
obecnych
w ukgac
enzymatycznym
w wNtrc

- substraty endogenne, np.
hormony sterydowe
-bierze udzi adg
ponad 1900 e k - w, z
1033 sN takUe
tego enzymu.
przykgad nowc
stosowane
w leczeniu HCV:
-simeprewir
-paritaprewir
-grazoprewir
-woksilaprewir
-ombitaswir
-elbaswir
-welpataswir
-boceprewir
-asunoprewir
-dasabuwir
-deklataswir
Al e takUe i
-makrolidy (np. erytromycyna),
-leki przeciwpadaczkowe )np.
fenobarbital)
-erytromycyna
- inhibitory fosfodiesterazy typL
5 (wardenafil),

-bupropion
-cyklofosfamid

-efawirenz

W leczeniu wirusowego
zapal eni a WwNt
st osowany | €

welpataswir
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https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bupropion
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cyclophosphamide
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/efavirenz
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/efavirenz

CYP2EL
numer Uniprot: P05181

masa cz Nsi1le59kDao w

Rysunek 11.Struktura krystaliczna
CYP2EL1.Za: [39, 50]

CYP2Cs8:
numer Uniprot: P10632

masa cz Ns10295kDao w

Rysunek 12.Struktura krystaliczna
CYP2C8.zZa: [33, 52, 53, 55]

- klasyfikacja:
oksydoreduktazy

st anowi
7% ukage
mikrosomalnego
wNtrob

- klasyfikacja:
oksydoreduktazy

-bierze
metabolizmie
okogo
stosowanych
obecni e

-paracetamol

-alkohol etylowy

- pioglitazon
-werapamil,
-chlorochina,
-paklitaksel,

-ibuprofen,
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https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antimalarial-agent

CYP2D6: - klasyfikacja:
oksydoreduktazy
numer UniprotP10635
-odpowiada za
masa czNs21@36kDaow  metabolizm i

rd

okogo ¢

|l ek - w,
Rysunek 13 Struktura krystaliczna
CYP2D6.Za: [33, 40, 54, 56, 58]
CYP2C9: - klasyfikacja:
oksydoreduktazy
numer Uniprot: P11712
) - enzym

masa czNstlel®kDaow st anowi N
18% wszystkich

bi agek w
mikrosomalnym
wNtrob

-bierze
metabolizmie
. okogo ¢
zarejestrowanych
l ek - w

Rysunek 14.Struktura krystaliczna
CYP2CQ Za: [41,42, 55, 57, 60]

-br ak

-Leki antydepresyjne,
antyarytmiczne, betblokery
| e

opi oi dowe

s N

typowy mi
tego enzymu.

-warfaryna,
-tolbutamid,
-fenytoina,
-losartan,

-diklofenak

substrat

S

23



CYP2C19 - klasyfikacja: -citalopram,

oksydoreduktazy
numer Uniprot: P33261 -klomipramina,
-enzym
masa czNs22219kDaow st anowi N -klopidogrel,
16% wszystkich
bi agek w -diazepam,
mikrosomalnym
wNtrob -omeprazol,
-S-mefenytoina,
Rysunek 15.Struktura krystaliczna
CYP2C9.Za: [28, 37, 61]
1. UDP-
GLUKURONYLOTRANSFERA
zY
-enzymy r -zwi Nzki hydr
UGTIAL do Il fazy zazwyczaj o strukturze
_ metabolizmu pierScieni owe
numer Uniprot: P22309 nukleofilowe atomy tlenu, azot
- katali lub siarki. Glukuronidacji
masa ¢z Ns:b9%5812Dk o w przygNc ulegaj N przec
. kwasu ugrupowania hydroksylowe,
; glukuronowego karboksylowe aminowe
do lipofilowego (pierwsze, druge
substratu i trzeciorznd

zawiera atakUe kwaSne
nukl eof
gr upn f u -substraty endogenne: bilirubin
NadrodzinaUGT kwasy U-gci ow
s kgada hormony steroidowe, hormony

i zoenzy tarczycy
r-Unej s i witaminy rozpuszczalne
substratowej oraz w tguszcza

Rysunek 16.Struktura krystaliczna odmiennym
UGT1AL. Za[62] profilu ekspresji ~ -Substraty egzogenne UGT
w to substancje wprowadzane
poszcze¢c do organi zmu
tkankach. zanieczgzczenia powietrza,
kancerogeny oraz liczne grup)
|l ek-w: przec

24



UGT1A3
numer Uniprot: P35503

masa cz Ns80838D& ow

Rysunek 17.Struktura krystaliczna
UGT1A3.Za[63]

UGT2B7
numer Uniprot: P16662

masac z Ns t e:6QMRbDaa

Rysunek 18.Struktura krystaliczna
UGT2BY7. Za:[64]

przeciwwirusowe,
przeciwnowotworowe,
przeciwpadaczkowe,
niesteroidowe
leki
przeciwzapalne,
benzodiazepiny

25



UGT2B15
numer Uniprot: P54855

masa czNs@lLO3IBD& ow

Rysunek 19.Struktura krystaliczna
UGT2B15.Za[65]

UGT2B17
numerUniprot: 075795

masa czNs@lLOI5D& ow

Rysunek 20.Struktura krystaliczna
UGT2B17.Za[66, 67]

- ~

Dodat kowo nal eUy wspomniel, Ue wpgyw na e
takUe inne przyczyny, jak chociaUby aktywac
aktywnoSi enzym- w. Akt ywnoSiI met aboliczna

z metabolizmemlekw j est regul owana gg-wnie przy udzi
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(ang. nuclear recepto)s, t .. bi agek obecnych w cytopl az
ksenobiotyku (liganda) ulegaj N aktywacji, sN
teU hamujN ekspresjn zaleUnych od nich gei
do ksenosensor a (receptora regul uj Ncego uk
aktywnej postaci czynniksmesfeannskWgpcgjnajgwal
ksmosensor -w nal elang. pregmieexhiedeplofRXMR @ng. retinoid

X recepto), CAR (ang. constitutive androstane receptoSXR (@ng. steroid xenobiotic

recepto), AHR (ang. aryl hydrocarbon receptor , czy ang. bepadtosyfe niclear

factor) . Przykgadowo, ekspresja genu koduj Nceg:t
r-Unych Iligand-w (rysunek 21). Te |l igandy \
Akt ywowany kompleks PXR tworzy heterodi mer z
wi NUez ssdkwencj N okr eS| &NRBA4 jXREVD jestXrBgibivm g e n u
regulatorowym gen€CYP3A4 a j ego zwi Nzanie z PXR powoduj

promotora genu, co skutkuje Q@YR3AZWKWdywacipa N t r a
heterodimeru PXR/RXR igjujewi fia an s lgeny@Y®3A4[6870] . CznaSi int
|l ekowych wynika wgaSnie z aktywacj. recepto
substancje zawarte w diecie, co w konsekwer
zmniejszaich skuteconS1 f ar makol ogi cznN. Przykgadem moU
wpgywem starszych l ek - w przeci wpadaczk
czy karbamazepiny), prowadzNca do obni Ueni a

enzymu (np. cykltgng)poryna, niekt- -re sta
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metabolizm i eliminacja ksenobiotvkow

KSENOBIOTYEKI
np. karbamazepma e
:
l CYTOCHROM P450
CYP3A4 &
N, —— —_—
wzrost ekspresji genow wzrost dlodci aktywnych form bialek
kodujacvch «»
Rysunek 21.Wpgyw | iganda (karbamazepiny) na eksry
met abolizuj Nce | e ki (CYP3A4)Przy kwiad a@e o iPm
ikarbamazepina jest silnym induktorem i teU
SW- | met albwyglmagmo zwe dkszenia dawki w trakci e
[68].

WSr.-d czynnik-w wpgywaj Ncych na biodystr
biagka transportuj Nce | eki, kt-re dopedgniajl
Transporteryl ek - w sN duUN grupN biagek, bi or Nc N
i el iminacji z tkanek r-Unych substancij.i €
prostaglandyny) i egzogennych (ksenobiotykielekiiz wi Nz ki chemi czne). B

podzinel i Hwi e gg- wne r od z iangy ‘ATRhindireg ncagssetjet er y

i SLC (ang. solute carrier) Bi agka z nadrodziny ABC, pegni
wyrzucaj Ncych Ssubstraty z kom-r ki efluxud zi ag
transporter3. Do naj waUniejszych transporter-w ABC
moUna zaliczyl biagka podr odgpiMDRL ABBH) draxBCC) ,
BCRP (ABCG2). Z kolei niezwykle istotnym, z punktu widzenia transportu substancji
endogennych, takih j ak kwasy U-gciowe i sole U-gciov
(ABCB11). Lokalizacja transporterAvwrABCayWwNhe
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one substraty do krwi, cbhbyczealjddkolb Jeik. wWMt br ¢
sihnahka zwi Nzane z opornoSci N wielolekowN:
(ABCC6) . Transportery zlokalizowane na powi
innymi: P-gp (MDR1, ABCB1), BSEP (angbile salt export pumpABCB11), BCRP

(ang. breast canceesistance proteilrABCG2) i MRP2 &ng. multidrug resistaneassociated

protein 2 ABCC2) [7173].

SpoSr-d transporter-w SLC, istotnN rolf w
pegni N biagka =z rodziny OATP, OATw i b @i ¢ 3
podstawneb o c z n e | hepatocyt-w obejmujN trzech pr z
[OATP1B1 (SLCO1B), OATP1B3 (SLCO1B3), i OATP2B1 (SLCO2B1)], transporter
organicznych anion-w 2 (OAT2; SLC22A7) i tr
SLC22A1) [71-73].

1.2. WI RUSOWE CHOROBY Wt TROBY

Wydol noSi wNtroby, w tym jej zdolnoSi d

ulega zmianom w stanach pat ol ogicznych. St
wNt roby jest zaburzone, moUeem - wnilDaBgobyl o
drobnoustroj ami chorobotw-rczymi. Choroby w
wywogane przez WwWirusy, takie jak: pierwotni
A, B, C, D i patotropoveezwirusyt EBV,nCM¥, HB\E, HSV-2, ECHO,

r-Uyczki, ospy wietrznej, odry, adenowirusy,

Choroby wirusowe wNtroby sN trudne do roz
a jednym z najni ebezpieczniejszych wiusr usowy

zapal eni a WINHCV ¢abgy Hepatitip @ wirds, kt -ry powoduje pr

zapalny wNtroby o r-Unym nasileniu. W przebi
chorych moUe wyst Npil mar skoSI wNtroby i
wNt robokom-rkowy [74]. WaUnym faktem jest r -
wiele |l at moUe przebiegal w spos:-b bezobjawt
cznSi zakaUonych nie wie o tym fakciei i p oz

przeci weHCavg as Nansttywi erdzane u okogo 2% ludnosS
29



obecnoSi HCV RNA, bhindNcego wska¥Ffnikiem aktyw
zainfekowanych wirud®@mOMHCNudzist @adkwigohyddadwe :
typy C jest prOdDYczyoN- -wkodpeczho@ [74,75].

Wirus HCV z rodzinyFlavavirydaen al e 0y do ot oczkowych RNA

sifn iksohedralnN budowN kapsydu, w kt-rego
ssRNA o dgugoé&tini 8j 6pebabopnd8ci oraz biagko C
sN |ipidowN otoczkN (rysunek 22) [76].

GLIKOPROTEINA E2 \

GLIKOPROTEINA E1

KAPSYD N :
MATERIAL

OTOCZKA GENETYCZNY W
POSTACI RNA

Rysunek 22 Budowa wirionu HCV Za: [97], zmodyfikowano.

Wirusowe zapalenie wNtroby typu C moUe mi
HCV w okOoge plrszypadk-w zakaUe® wywoguje ost
przebiegu, po przebyci ud00% tprrezjy pfaadzky- w hporrzoybbyi, €
przewe k §N. Dodat kowo mogN wystNpil niekorzystn
takie jak: i cokezyca typn ® argz oszkodzeéhie nerek. Ciekawym faktem jest,

Ue okdde pacjent-w zakaUonych wirusem-HCV sy
82].
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PRZEBIEG NATURALNY WZW TYPU C

CZAS TRWANIA:
OSTRE WZW TYPU C
POCZATEK
* R
RI’SODNIE SPONTANICZNE USUNIECIE HCV PRZEWLEKLE WZW TYPU C
MIESIACE / ~
PROGRESJA CHOROBY WYLACZNIE * PROGRESJA CHOROBY | ROZWOJ
10 LAT DO STANU tAGODNEGO, UMIARKOWANEGO MARSKOSCI, 10-20% PACJENTOW
ZWEOKNIENIA WATROBY +/ * ~
@ B PIERWOTNY RAK *
20-40 LAT NIEWYDOLNOSC WATROBY WATROBY

ZGON

R

Rysunek 23.Przebieg naturaliny HC\MOpr acowani e wgasne. Za: [ 83]

Gg-wnym czynni kiem wywodguj Ncym zakaUeni e
szczeg-l nie podczas trwania zabieg-w medyc:z
iniekcje, leczeniestnat ol ogi czne, ale takUe zabieg-w kos
bezpiecze@®twa nie sN odpowiednio przestrzeg

takUe przyj mowanie narkotyk-w drogN doUyl nN,
[84, &].

ZABIEGI — EKSPOZYCJA
Lt LBY{Y ZAWODOWA,
KOSMETYCZI KONTAKT

3% DOMOWY, DROG
SEKSUALNA, INN

3%

5hA, [ b
PRZYJMOWAN
bl wYhe |Yj?2
10%

ZABIEGI MEDYCZ
84%

Rysunek24tf r - dja zakaUe E HICAA[86]. Pol sce w 2010
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N a przestrzeni | at wyr -Uniono 6 gg- wny
na heterogenny charakter sekwencji zawartych w wirusowym gendth@V k|l asy f i kuj
aU na 11 rodzaj-w genotyp-w, kt-re mogN r -0

o 50% [ 76, 88] . KaUdy z genotyp-w oomwoadw:jje, i
nasil eni e objaw-w i skut ki zakaUeni a. Ro z |
zr - Unicowane. Gl obal ni e, naj bardzi ej rozpows
3, 2 i 4. Rodzaj genotypu r-wimapbyhngadpgegwon
1 i 4 sN bardziej wraUliwe na |eczenie inter

W Polsce zapadalnoSi na HCV w 2015 roku
genotypem wirusa byg: typ 1b (79)#4p901%) yp 3
oraz inne (1, 6%) [ 8, 94] . -gbhatypolhi(82%)t 3 (M 8%W)g ug i
4 (3,5%), oraz sporadycznie: 2, 516 [88, 89].

W | atach 2017 [ 2018 rozpoznano WwW Pol s«
i przewl ekgycphr)zydp@dk i i 8443aje zapadal noSi
10,44/ 100 000 (2017) i 8,96/100 000 (2018).

przeci weHiCavg avyasrttiy ujNO QU msk-okj,0 & 7v@Sr -0dD On iocsh bj e
zakaUonyclal nymy wr pywoczu RNA HCV (,alkdanycwna i n
gromadzonych od 1997 roku przez Pa@EstwowN I|n
u okogo 30% os-b zakaUenie jest prawi djowo z
do8000 pawjedanywm roku. Dane tzarwdoazt&jhNj elUewi @
tym, Ue jest nosicielem HCV [83]. Ze wzgl fndu
epidemi ol ogicznego HCV zmieniagy sin wielokr
w ktym dane dotyczNce zachorowa@® bygy zbieral
tych samych wytye2zOnlyx h(,r ybsyuyrye K a2t 5a) ,2 On0i5e mo Un e
jednoznaczni e, jak wygl Ndagda sytuacja epi de
dguUszego okresu. JednakUe na podstawie dos
wystfipowania przypadk-w zachorowania na HCV

(bl'isko 2000 przypadk-w wykrytych zachorowa G

zaka¥nymi, t aki mi jak infekcje HIV,-201dp Ue my
co roku przybywa wielokrotnie winAcej nowyc
a to przecieU HIV jest w SwiadomoSci spogecz
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Rysunek 25.Pr zypadKki zachorowa@® na HCV -2012.HI V w
Opracowanie wgasne. Za: [87]. Zmodyfi kowano.

W celu projektowania nowych |l ek-w antywir.
HCV, wgaSciwoSci |jego RNAViresowy polipgplyd, wodowanly b i a §
przez RNA, skgada sin z przynaj mniej 10 bia
wyr - -0Onil trzy zasadnicze regiony (rysunek 26
[76, 91, 92, 93]:

a) REGI ON 50 UKTtRarmwy er a regiony ni ekoduj Nce,

konserwatywnym charakterze, j est z tego
wirusologicznej. Jako, Ue | eang.untranslatedw. r e
region pegni on sgalaterbdbwaekcWetym rejonie
od kapo (czyl: struktury <czapeczki, odgr:

translacji) miejsce arg.Nemal ribmsomal entyylsifles o me m
kt-re w alternatyavnpr oscpeoss - br anoszlpaoccjziy nwi r
Ni ezal eUOny od czapeczki tryb inicjacji tr
waUnN rolfi podczas cyklu kom-rkowego, ap:
i rozwoju raka oraz bDiT®JekJadanusowyeh34Re
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b) OTWARTA RAMKA ODCZYTU : skgada sin z ponad 9000
sekwencje koduj Nce polipeptyd oywdegaigoSci
procesom translacyjnym i potranslacyjnym, katalizowanym przez wirusowe oraz

znaj duj Nce sin w kom-rce gospodarza peptyd

10 r-Unych biagek (rysunek 27), kt -rych
NH>-C-E1-E2-p7-NS2-NS3NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH [82, 100102].

Otwarta ramka odczytu zawiea r egi ony, kt -re ul egaj N |
szczeg-lnie sekwencje koduj Nce biagko E1

c) REGI ON 36WBR region o nieduUym rozmiarze,

kt -ry jest istotny dla rozpocznci g6lkopi ow

NAJBARDZIEJ

KONSERWATYWNY NAJBARDZIEJ
REGION ZMIENNY
REGION
< ~
" g
1 | I I
1 1 { |
REGION 5'UTR OTWARTA RAMKA ODCZYTU REGION 3'UTR

@ PROCES TRANSLACJI ZALEZNY OD IRES

. IRES C E1 | E2 [o7] Ns2 NS3 NS4 NS5 \_/\f3.
N oo N a | NS

Rysunek 26.Budowa genomu i wirusa HCWa podstawie: [76], zmodyfikowane

Peptydazy zawarte w Wwepawecewpti @aclobsNbkiep
bi agka Wi rusowego. UmoUl i wi aj N oneni md/ady ol i
fragmentami: GE1, ELE2, E2p7 orazpMNS2, a takUe pegni N funkcj e
dojrzewania biagka w obrnbie retikulum endo
bi or Ncych udzi ag w tych procesach zal i
oraz ppt ydazn odcinajNcN sekwencjfi sygnagdowN.
Wi rusowego umoUl i wi aj N powstawani e cinci a
w tym procesie udziag bierze metomd NSB/Adot ei na
- proteaza serynowa, utdd i wi aj Nca powstawani e c-NS$¥A, pomin
NS4A-NS4B, NSABNS5A, NSSANS5B. Co ci ekawe, po dokonani u
biagka te pozostajN w obrnb%e bgony wewnNtr z
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5 [of E1 E2 Ip7] NS2 NS3 NS4 NS5 NS‘
\/\/ Ale] A | B

v

PROCES CIECIA POLIPEPTYDU PRZEZ PEPTYDAZY -~  PEPTYDAZY
T WIRUSOWE
5' N c E1 E2 |p7] NS2 NS3 NS4 NS5 \-/\/\3
Als] A ] B

TR

G E1 E2 |[p7 Ns2 NS3 nsaf[nsa|] NS5 || NS5
A B A B

BIALKA STRUKTURALNE BIAtKA NIESTRUKTURALNE

Rysunek. 27.Pr ocea pohcproteiny wirusa HCV z rozr
kom- rkowych (gos podarNapodstawie: W6],rzmoslydikewaoeh ( HCV) .

Ze wzglphedguni manlecj e, biagka wirusowe moUna
i ni estrukturalumel nPoh bzafekzatsukt bi agka:
do niestrukturalnych (enzymatycznych): NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B.

WSr-d biagek strukturalnych, jednym z klu

i nnymi |, udziagdg w twopatamuycnhowyapr zvweizr i winNz
genetycznego Wwirusa. Badania wykazagy takUe
i wspierania replikacji innych wirus- - w, np.

sifn glikoproteiny EXhi &2 zal eUbo$ch sdkwemo
W kom-rce gospodarza wystiipujN w postaci h
z domenami siateczki Sr-dplazmatycznej, a i
do kom-rki (rysunekie2 ple.gnBiNa Fkvao jmMli & otl riiu kvt wprr &

w kom-rkach gospodarza [76].

Opr - cz poznani a struktury wirionu HCV,

z zakresu jego funkcjonowani a, w tym dotycz
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poni ewaU dag®l twzymdckl@iniva szeregu informacij.i
W procesie ulepszania istniejNcych i t wor zer
Cy k| repli kacj.i wirusa HCV skgada sin z kil
dzi agani eciwwiradowyeh. pr z

2 UWALNIANIE
PRZYLACZENIE = POWSTALYCH
s » WIRUSA _ ( ' NOWYCH WIRIONOW
§ - A - —
4 4
“ . N »

WNIKANE /~

i :?'“f’ . / APARAT GOLGIEGO
. .. . -- \ PROCESY,‘ § o /
HEPATOCYTY ‘(‘ 5 ENDOCYTOZA ¢ 4Ty ANIA( A

3?%7 ¢ A RETIKULUM

Pz ENDOPLAZMATYCZNE
S TRANSLACIA |

S ==
et Eee

JADRO
KOMORKOWE

BIALKA
WIRUSOWE

Rysunek 28.Cykl replikacyjny wirusa HCVNa podstawie[90, 91, 97]. Zmodyfikowano.

Cykl replikacyjny wirusa HCV [76, 94 0 2 ] rozpoczyna sin od p
do swoistych receptor - w, znajduj Ncych sin
co stanowi ETAP |, kt-ry zaleUny jest od poz
Najpierw czNsteczka wirusa przy§Nbepaocysi i do
WSr-d receptor - w, umoUl i wi aj Ncych wej Scie
tetraspaniny CD81, receptor R1 (r ecept or rozpoznaj Ncy zmooc
utl eniania | ub acetyl acj.i |l i poprpbproyenpnmad
gistoSci), receptor dl a -8i@N\joyaz ISIGH gyNmeke€d).z ek ad

Po przygNczeniu czNsteczki Wirionu rozpoc
kompl eks wirionu z receptorem daftegotosy gnag
do wniknincia. Wi rus zostaje i nternali zowart

do wnntrza kom-r ki

W I 11 ETAPI E rozpoczyna sifn uwalnianie ma
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Uwol ni ony materi adg genetyczny zostaje W

transkrypcji i transl acj i . Procesy t e zac
replikacyjnym, gdzie dochodzi do namnaUani a
V ETAPEM, jestzamkngRobpewu wirusa w kapsyd. Dz i
retkuum emdopl azmatycznego, gdzie nowo utworzon
pokrywane otoczkN |ipidowN i dojrzewaj N w ap
Ko owym, VI ETAPEM jest wuwalnianie nowo

zewnNtrzkom-rkowej nakizasa@émiue megNo csyitho zoyn e

kol ej nej kom-r ki (hepatocyta) i powt -rzyl ¢

DOCELOWE RECEPTORY DLA CZASTECZEK

HCV
BEONA KOMORKOWA
HEPATOCYTU
SR-BI HSPC E
CD81 phA2
CLDN1 - JWR ECFR
AT ATy, T e o
J '._rJ' v |. I .T'
Rysunek 29.Recept ory hepatocytarne, bi or Nce udzi a
kom- r ki Napbdstawie: {90]. Zmodyfikowano
1.3. FARMAKOT ERAPIAWZW TYPU C
Poznawanie biologidi (procesu replikacyjn:
wi edzy z zakresu funkcjonowania metabolizm
doni esieniami z zakresu nowoczesnycelEASLor m f a

(ang. European Association for the Study of the Lizew,r opej ski e St owar zysz
WNt robN), podstawowym celem | eczenia far mak.
poprzez otrzymani e trwagej aogdyusiamé eilpgic wi r u
response trwaga odpowied¥ wirusologiczna) na t

nie bygy juU wykrywalne w organizmie po zako
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Aktualnie, ze wzglndu na wystfipowanie dul

oraz niedostateczndNalsecua esizih o&d e j| @axizee nsiai od

terapi.i WzZW Co, czyl i zastosowania W f ar me
(Pegl NFU) or az rybawiryny (RBV) . Zostagy (o
skutecznoSci, jednak w wielu krajach terapi

ekonomicznych [103].

Il nterferony sN natural nymi komUn&owg me |
funkcje, jak na przykgad: poSrednie dziagani
czy t e U kontrol a apoptozy i regul acj a odp
wgaSci woSciom, interferon byg prlzelze ki w,| edajal

chorym na WZW C nadziejn na zmniejszenie W

w wNtrobie. Aby wzmocnil jego dziaganie, fa
o rybawirynn, anal og nukl eozydowyednoznakzhie r e | r
ustal ony, natomiast weddug dominuj Ncej hi po:
i mmunol ogi cznego, a takUOe, jako anal og nuk
wystfipowania mutacji w regionie N®5B wuil rekksoav.a
terapia Pegl NF [ RBV przynosi korzy
u cznSci pacjent-w. Jest to zwiNzane ze zr - U
wirusa na dziaganie tych |l ek-w, obci NUenie

jakr - wni eU stopniem uszkodzenia wNtroby w mom

1. po 48 tygodniach | eczeni a, moUna uzyskal
z genotypem 2 i 3 nawet 89% SVR. Daneemte dot
mar skoSci oraz stabilnN czynnoSci N wNtroby.

zaawansowanych jest jednak zdecydowani e mni e
rybawiryny i interferonu, a takUe tauUa | |
po przeszczepieniu wNtroby Il ub mar skoSI wNt
kt - ra moUe zostal objfAta f drkabkbddatalpaowo zwavy
czynni kiem maj Ncym wpgdgyw na dwul ekowe | ecz
koduj Ncego i2mBt,erkte-urka nfiod Lwpgywem podaUy f a
stymuluje produkcjn wytwarzanego endogenni e
duUN rolAl w stymulacij.i odpowi edzi i mmunol o
koduj Nc2x8,0 wiLNUe sin z nazmgahegavi mimNEB&z y wanltgools
sgabszN odpowiedzi N na | NF/RBV,oai BNgSVRACE gm
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Z tych wzglnd:-w (dzinki | epszemuacgnegonpani u

prawdziwym przegomem w farmakoterapi. HCV b
nowych | ek-w antywirusowych, obecnie stosowa
na terapi. cel owanej , dzi agaj N prikaoyjzegob e z p o §
wi rusa, w konsekwencij.i czego hamowane | est
przegomowy postnp w farmakoterapii przewl ekdg

powoduj Nc zahamowanie proces-w niszoamdniNa t Kk
eradykacjn Wi rusa u ogromne|j wi fkszoSci p a

wybranych DAA @ng.directantiviralagents bezpoSredni o dzi agaj Nce

oraz | ek-w starszej generacj i preaeedsitawNa da
dostnpne w tabeli, kl asyczne |l eczeni e obar
powaUnych dziaga® niepoUNdanych, szczeg-I|lnie
Tabela 2.Naj cznSciej wykorzystywane klasy | ek-w

naj ceinsdizsadani dapodstavieo [{DR]dzmadgikowano

KLASY LEKC¢\Y DAWKA DOBOWA NAJCZNSTSZE D2ZI
NI EPOt I DANE
INHIBITORY NS3 100 mg/d. w2 dawkach Zmficzeni e, Swi Nd,
(proteazy) 2400 mg/d. w3 dawkach nudnoSci, niedokr
Asunaprewir 150 mg/d. w 1 dawce biegunka, astenia
Boceprewir 150 mg/d. w 1 dawce
Parytaprewir 2250 mg/d. w 2 dawkach
Symeprewir
Telaprewir
INHIBITORY NS5B 500 mg/d. w 2 dawkach Zmnczenie, b-1 ¢
(polimerazy) 400 mg/d. w 1 dawce bezsennoSi, a
Dezabuwir
Sofosbuwir
INHIBITORY NS5A 60 mg/d. w 1 dawce Zmnczenie, b-I C
Daklataswir 90 mg/d. w 1 dawce bezsennoSi,
Ledipaswir 25 mg/d. w 1 dawce
Ombitaswir
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INTERFERONY Depresja, bezsen
PEGYLOWANE ALFA niedokrneustofbni a
Pegl NFU: wirusowe, tachyksa
Pegl NFU: 180 egl/ty staw-w, zapale
1.5 egl/ty magopgynkewoS8ky:
tarczycy, zmni e

pgci owego
Rybawiryna 1000 lub 1200mgprzy Ni edokr wi st oSi , n
masie ciag wirusowe, niedoc
anoreksja, depres

samob-jcze, b-1e
dusznoSi, biegul

Pomi mo faktu zidentyfikowania czNstek HCYV

sin stworzyl szczepionki, kt-ra bygaby w
i mmunol ogiczny w walce z HCV [96]. G- wnN pr
genetycma Wi r us a, czyl i tak zwany polimorfizm w
pl astycznoSci w popul acj i wi rusowej , przez c
na odpowiedF i mmunologicznN, skierowanN pr ze
trudnym zadaniem [97]. JednakUe obecnie, dzin
komponent - w, bi orNcych wudziag w zakaUeniu
antywirusowe, O coraz winkszej skutecaunoSci
HCV, cechujN sin zdecydowanie wyUszN odpowi
antywirusowe (SVR br ak obecnoSci HCV iRsNAwive r slzrao vsii aly

u wi Acej niU 90% pacjent-w poddanych terapi.i

iich charakterystykn przedstawia tabela 3.

Dzifki trwajNcym i zako@® zonym badani om do
bi orNcych udziadg w zakaUeniu HCV, stosowane
kt-rych mechani zm j est e p adrztiyageani s woicd e,f
sin do zmni ejszeni a wystnpowani a kompl ik
bezpiecze@Estwo | eczeni a. Swoi sty mechani
na rozpoznaniu docel owego dziagani ai bgahio@i c
l eku. Tymi mi ej scami docel owy mi staj N sifn po
(rysunek30r ysunek 34). Niekt-retmi eRdidaoNar ak Ne wy
replikacji wirusa, a ich zablokowanie przez lskutkuje przerwaniem cyklu replikacyjnego.
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WSr -

na

a)

b)

c)

d)

d ni ch wyr - Uni a sin odpowi edni e cec
r-Unych etapach cylRlJu replikacyjnego [97,
PrzygNczeni a, wej Scjagdzifeuzj st ontinrNus o |HIC
Wi rusowy mi E1l owiB2aj Kt zme wod kni ficie wir

mutacjom) pegni N t uayasjt ficpzuyjnhhci ek i w kpoors: trakcoi w es
|l iczby receptor-w tworzNcych kompl eksy z
a nawet pozakom-rkowe (ktcire o©zNsNecwdkx

do hepatocyt - w).

Replikacji: gdzi e wi odNcN rol i odgrywaj N czynni Kk
sN zdolne samodzielnie przeprowadzil ten
Translacji poliproteiny wirusa HCV, gdzie wirusowy aparat translacyjny

j est wszechstronni e przystosowany, WYy p (
do korzystania z dostnpnych w kom-rce er
(podjednostek rybosomowych, tRNA itp.) w celu odpowiedniego tworzemia ir - b k i
powielanych, nowych struktur.

Obr - bki pot rgadresd leacrnygsnteffpuj e proces ci NcCi &
fragmenty, pegni Nce SciSle okreSlone fu
kom-rkowych (jak peptydaza sygesalwwacj Itz
sygnagowN)

Skgadani a i uwatapani &« Wrakaeme: kt - rego s

retikulum endoplazmatycznego i aparatu Golgiego.
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PRZYtLACZENIE WIRUSA, WEJSCIE

| FUZJA
CZYNNIKI KOMORKOWE: CZYNNIKI WIRUSOWE:
- CD 81,
- SR-BI, - E1,
- klaudyna 1, -E2

- DC SIGN (CD 209) *,

- L SIGN (CD 209L)* ,

- receptor LDL,

- receptor asialoglikoproteinowy (ASGP-R)

* - w hepatocytach nie zaobserwowano wystepowania tych czynnikow,
jedakze badania dowodzg, ze biorg one udziat w transporcie czasteczek
HCV do hepatocytow

Rysunek 30.Komponenty wirusowe i kom-rkowe bior Nc
wej Scia i fuzji HCYado[ ROm: r Opr hepawhocgt wgas
REPLIKACJA

CZYNNIKI KOMORKOWE: CZYNNIKI WIRUSOWE:

- fragmanty btony komadrkowe;j, - zalezna od RNA polimeraza,

- biatko hVAP-A, - NS5B,

- cyklofilina B, - NS5A,

- FBL2, - NS3 NTPaza,

- biatko PTB, - region X 3'UTR,

- mikroRNA -domena 1 5'UTR
Rysunek31lKomponenty wirusowe i kom-rkowe bior Nce
Za: [ 90] . Opracowani e wgdgashne.
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TRANSLACJA
POLIPROTEINY

WIRUSA HCV

CZYNNIKI KOMORKOWE: CZYNNIKI WIRUSOWE:

- podjednostki rybosomowe, - IRES,

-elF2, -domena 1 S'UTR,

- elF3, - otwarta ramka odczytu HCV,

~tRNA, -3'UTR,

- biatko PTB, -NS4A,

- hnRNPL -NS4B

- autoantygen La,

- biatko 2 wigzace Poli(rc),

- biatko 1 zasocjowane z NS1
Rysunek32Komponenty wirusowe | kom-rkowe bior Ncc¢
Za: [90]. Opracowanie wgasne.

OBROBKA POTRANSLACYJNA
CZYNNIKI KOMORKOWE: CZYNNIKI WIRUSOWE:
- peptydaza sygnatowa, - zalezna od jondw cynku metaloproteinaza

NS2

- peptydaza odcinajgca sekwencje sygnatow
peply 1 &5y 2 -NS3/NS4 proteaza sygnatowa

Rysunek 33.Komponenty wirusowe [ kom-rkowe Dbior N
potranskrypcyjnejZ a : [ 90] . Opracowani e wgasne.
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SKELADANIE [ UWALNIANIE WIRIONU

CZYNNIKI KOMORKOWE: CZYNNIKI WIRUSOWE:
- btony retikulum endoplazmatycznego, - biatko C,
- aparat Golgiego - E1,

- E2,

- genom RNA wirusa

Rysunek 34.Komponenty wirusowe | kom-rkowe biorN

i uwalniania wirionuZ a : [ 90] . Opracowanie wgasne.

W wyniku szczeg-Jowych bada® dotyczNcych
pojawi gy sifn ecz@mé astamatyevgiresodwego. Chol c
wymagaj Ncych pr-b klinicznych (tabela 3), wy
l ek-w antywirusowych. WczeSniej, gdy jedyny
| NF/ RBV, g g - wnfyamw nparkoobt | eer naepm i byg brak | ub ni
chorych z genotypem pierwszym WZIW C. Nowe
dedykowane tej grupie pacjent - -w. Pierwszymi
boceprewir [ t el mipstewmir , i khi- biet osNMmiswprot e
one stosowane wW potr - -jnej terapi.i z | NF/ RBV.
wNt roby zaowocowado wzrostem SVR do 83%. Jec
u os: b, kt-re waneSniearjaphy gyl NFd RBa&Y oraz ni
ni epoUNdanych. Co wincej, u -2aSVIR i mri e@ktz-erkyr
50 %. Oceni a sin, Oe wystfipowani e dzi agaG&E
spowodowane koniienchzrmad 3cirN wj hbazoemeiawy z Kkl asyc
rybawirynN. Dodat kowN wadN blcihpdakek leku gikaz n o S

razy dziennie). Same inhibitory proteazy (ta
niekorzystnyrihe pd@NdaamyE h, np. : w PpOSt &
czy niedokrwistoSci (ze wzglndu na znaczny

Z czasem okazago sifn r-wnieU, Ue takie |lecze
wirusa HCV oaeprzewigmrmi er #z tel aprewiru. Pier
zwi Nzk-w bezpoSrednio hamuj Ncych repli kac
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do poszuki wani a kol ej nych zwi Nz k- w 0 mni e

bezpiecze@®&twie zastldlsowania w |l eczeniu [108

Po kol ejnych badani ach klinicznych, wpr
i nhibitor-w psiomepzgwiNS3/KA-ry zostag dopusz
na HCV z genotypem 1 w pogNczeniu z klasyczn
byga podobna do wczeSniej opi sanych terapi.i
zwi Nzana 2z mni e]j nasi |l onymi (Il ecz podobnymi
wykluczenia z |l eczenia okogo 25% pace¢nent - w,
naturalnego polimorfizmu Q8GHKutwk evbargidbe rei ekro
wraUliwoSci na | eWzpandebny -3 dsskailnt reidserenmesSki u j N
polimorfizmy L31M i Y93H w NS5A w genotypie 1, @b e ¢ wiou§alo genotypie typu

3uznawana jest za najtrudniejszN do wyleczen

Kol ejnym postnpem w terapii farmakol ogi cz
bez uUycia | NF/RBV, ale z r-wnoleggdgym wgNcze
punktach uchwytui inhibitora wiu s o we | proteazy NS3 i pol i m
zwi Akszygo skutecznoSIi terapii. Dodat kowym
zastosowania w cagkowicie nowe|j docel owe|j gr
zar -wno przed jnuwNir oppy ,plj aks zc averpied z Wwyst Ar
Q8 0K) . Zastosowania tego rodzaju terapi:. ce
na poziomie 92% [108, 111]].

Dziaganie sofosbuwiru opiera sin na niek
(kt-rencjsaekawei nokwas:-w praktycznie nie ulega
czNsteczce wirusa), dzinki czemu hamowana | e

niezaleUnie od rodzaju genotypu wirusa HCV.

sincdontrum aktywnego poli merazy NS5B, f unk
repli kacyjnego wirusa, Co ogranicza i stotni
wzgl Adu, Ue region koduj Ncy polimerazin NS5

kodupNagka otoczkowe E1 i E2. Lek ten podaw
| ek ami antywirusowymi, j ednak ju0l bez Z ac
do podni esi eni a skutecznoSci | eczeni a a |

ze zdekompenwdNwamByf jdkej N
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Z czasem zacziito wdraUOal |l eczeni e nowymi
farmakoterapi. O pozostage genotypy HCV. Dr u
nowe leki DAA: perytaprewir w skojarzeniu z obitaswirem, dazabuwirem,rjakwni e U
rytonawirem (inhibit orzahamowanyHedtAnktabolidnziwn Rk s k& - r
sin stnUeni e |l ek-w antywirusowych w o0osoczu
genotypem 4 HCV [112].

Posthipuj Nca marskoSi wNtriobmi fodgzyanp &y mN ovN

a kom-rkami wNtroby, co skutkuje mniejszym w
kt-ra w przypadku |l ek-w przeciw HCV stanowi
waUnym czynnikiem, j est ogr anilcezkemi ep rpzreazwi :

[ wg-knienie czynnego mi NUOszu wNtrobowego.
ant ywirusowych. Fakty, te potwierdzaj N | eka
wyra¥fnie wskazuj N, Ue w tr akledzemia draxz SYRemai a WZ
wpgyw stan zaawansowania zw{d-knienia nar zNdu
znaczNco wpgywal na szybkoSi metabolizmu i €
przyczyniajNc sifn do jego a8umdiaaganiwaorgan
ni epoUNdanych wpdgyw ma nie tylko sama dostn
z ograniczonym przepgywem krwi, ale takUe sz

nowych lek-w przeciwwirwsSewWNchenwiyUev sikijad:t
Dobrym przykgadem takiego oddziagywania | es
w tych procesach jest substratem dla CYP3A oraz inhibitorem dla CYP3A4 i CYP1AZ2. Blokada

met abolizmu wNtrobowego uleakcuj ip rtoewgaod zz wizNazt keun

|l nnym przykgadem mogN byl : gazoprewir [ el b

w procesach utleniania przez CYP3A4. Enzym ten odpowiedzialny jest za metabolizm

szerokiej grupy lek-w, w zwiNzku z czym i st
interakcji mindzy stosowanymi l ek ami, bNd¥
CYP3A4 [1011 0 2] . Nal eUOy przy tym wspomniel, Oe
wywogane,j HCWwPighkal B8 ChiCl)d zwykl e nie sN uw:
do bada® klilnffaczynykh8,l 1 113,11144, 145]. Kol
warunkug Nicggnani e l ek - w przeci wwirusowych J
z organizmu. Prawidgowy przebieg Il fazy met
warunkuje poprawnN i wydajnN eliminacjn zwi

akumul acjplNi loemizemn wystinpowania dziaga® ni ep
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drodze byl do

umi ej ntne d o s

0O podobnej el iminacij.i powi nny

uwagN, jak <chociaUby poprzez

perytaprewiru (inhibito proteazy), ombi taswiru (i nterfe

hamowanie replikacji RNA) idazabuwiru (inhibitor wirusowej polimerazy RNA) [33]. Badanie

ekspresji gen-w koduj Ncych enzymy | i 1 f e
poszczegeknegaohkrymaagcznych podjnte w niniejsz
nie tylko ze wzglndu na zmiany w metaboli zr
z WzZzw C z powodu i nnych chor - b, ale takUe

indywidualizacji lekami preaciwwirusowymi.

Tabela 3.No we | eki

dziagania oraz

stosowane
p Nazpedbtawee L8 46te t ab ol i z mu .

|l eczeni u HCV,

MIEJSCE DOCELOWE NAZWA LEKU METABOLIZM
(CZYNNIK WIRUSOWY)
BOCEPREWIR Substrat dla: CYP3A4/5,
INHIBITORY PROTEAZ: Inhibitor dla: CYP3A,
NS3/4A Induktor dla: NA
BLOKADA
POWSTAWANI A/ C
Bl W Resl TELAPREWIR Substrat dla: CYP3A4/5,
Silny inhibitor dla: CYP3A,
Induktor dla: NA
SIMEPREWIR Substrat dla: CYP3A,

Inhibitor dla;: CYP3A4
i CYP1A2,
Induktor dla: NA

ASUNOPREWIR

Substrat dla: CYP3A,
Inhibitor dla; CYP2D6,
Induktor dla: CYP3A4

PARITAPREWIR

Substrat dla: CYP3A4/5
Inhibitor dla: NA
Induktor dla: NA

GRAZOPREWIR

Substrat dla: CYP3A,
Inhibitor dla: CYP3A

a7



Induktor dla: NA

DECLATASWIR
Substrat dla: CYP3A,
Inhibitor dla; CYP3A
Induktor dla: NA
INHIBITORY NSBHA:
INTI?RFERENCJA g
Bl AGKAMI BGON!
HAMOWANIE REPLIKACJI LEDIPASWIR MINIMALNIE
RNA WIRUSA METABOLIZOWANY
Substrat dla: NA,
OMBITASWIR Inhibitor dla; NA,
Induktor dla: NA
Substrat dla: CYP3A,
ELBASWIR Inhibitor dla; NA,
Induktor dla: NA
Substrat dla: CYP2B6,
VELPATASWIR CYP2C8, CYP3A4,
Inhibitor dla: NA,
Induktor dla: NA
INHIBITORY SOFOSBUWIR PROLEK
POLIMERAZY RNA: NS5B
BLOKADA REPLIKACJI RNA
WIRUSA
Substrat dla: CYP3A,
DASABUWIR CYP2C8, CYP2B6,

Inhibitor dla; NA,
Induktor dla: NA
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5 c | &1 | E2 [p7] Ns2 NS3 NS4 NS5 \_/\_/\3,
\_/\/ Al ] A | 8

@ PEPTYDAZY WIRUSOWE

PROCES CIECIA POLIPEPTYDU PRZEZ PEPTYDAZY

AR XX

5 c | et |E2 [o7] NS2 NS3 NS4 NS5 \/\/3.
\/\f Als | A ] B
| l

g /;ff

Rysunek 35.Punkty uchwytu DAA: A)inhibitory NS3/NS4 proteaz zaburzaj N ¢
poliproteiny wirusowe|j ( hamuj N r eipHibitokyacj i,
NS5A (zaburzaj N prach gg- wnego skgadni ka K
w skgadaniiu iwitreircark-cy ach 2z met abolinhibitorg m ko m-:
polimerazy RNANS5B( zabur zaj N pracin polimerazy RNA z
hamuj Nc proces r ep:l[l1l4k Zwmogyfikowanor usa HCV) .

Na przestrzeni ost admarcthy clhatna opeazpxSrted
antywirusowym, prowadzono takUe badania now
dziagania s N cztavnHTAsk(z angHosh Targetiogvgenys. Leki te b
testowane na r-Unych akt azpeacWwz gkllfidnui c @ ay cdhu,UNR
zarejestrowanych inhibitor-w NS3, NS5A i NS
mago prawdopodobne (tabela 4)[114].
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TabeladPr zedst awi ci el

e

k andyZd4108188, 143 144146 |

NAZWA MIEJSCE ETAP BADA ETAP CYKLU
PREPARATU DOCELOWE KLINICZNYCH REPLIKACYJNEGO
DZI AGANI HCV
(CZYNNIK
KOME RKOWY
AVASIMIBE Acetylotransferaza FAZA Uwal ni ani e
cholesterolowa PRZEDKLINICZNA
(ACAT)
SUNITINIB AAK1 FAZA Uwal ni ani e
PRZEDKLINICZNA
ANTI -CLDN1 RECEPTOR FAZA PrzygNc z:
CLAUDINY -1 PRZEDKLINICZNA i wnikanie
ERLOTINIB KINAZA FAZA Uwal ni ani e
CYKLINOWA PRZEDKLINICZNA
(GAK)
IZOTHIAZOLO KINAZA FAZA Uwal ni ani e
[5,4-B] PYRIDYNE CYKLINOWA PRZEDKLINICZNA
(GAK)
ALISPORWIR CYKLOFILINA A FAZA Il REPLIKACJA RNA
(ZATRZYMANA)
NIM811 CYKLOFILINA A FAZA lla REPLIKACJA RNA
SCY635 CYKLOFILINA A FAZA lla REPLIKACJA RNA
MIRAWIRSEN miRNA-122 FAZA lla REPLIKACJA RNA
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2. CEL PRACY

Celem bada@® bygy:

A ocena profilu ekspresji mMRNA wybranych
z metabolizmem W&elkrwbw pbbpaayabhod pacjent -

organu w przebiegu HCV oraz w grupie kontrolnej,

A iloSciowe okreSlenie zawartoSci bi agek

w bioptatach wNtroby u pacjent- -w z miugewydol n

kontrolnej,

A okreSlenie korelacji pomifndzy ekspresj N m
A analiza zwiNzku pomifndzy wybranymi wari al
zwi Nzanych z metabolizmem |lek-w na poziomie
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3. MATERI AGY | METODY BADAWCZE

31. Materiag:

Materiag do badaCE: oceny profilu ekspres
bi agek, analizy korelacj pomi hdzy ekspresj.l
analizy zwi Nz ku pwani iNalretyamvy bgeamegtmy c zny mi a
zwi Nzanych z met abolizmem | ek-w na pozi omi
CYP450 i UGT, stanowi gy fragmenty tkanki w |
Og-I nej, Na c z Chirurgd wEransplamtacygnej Sz pi t al a Woj ew-d

w Szczecinie:

ayjako pr-by kontrolne wykorzystano biopt
ze zdiagnozowanym rakiem okrfAaUnicy z P
oddalonego o co najmniej 5 cm od guza. Tkanki pobrano podczas opesakitji
guza od pacjent-w z wojew-dztwa zachodn
11 miAUczyzn i 9 kobiet. Pobrane tkanki
co potwierdzono badaniem histologicznym.

b) pr - bami badanymi (n=58) wegjgywNtrragibnenp gb
od pacjent-w chorych na zapalenie wNtro
do przeszczepienia tego organuoperdejr - by t
przeszczeignia WNt r oby z nar zNdu, bezpoSredni
zaawansowani czynnoSci wNt roby kIl as-jughak owan o

Charakterystykn dawc:-w pobranych tkanek

Tabela5.Char akterystyka pr Wy abaldianperjz eids k @wit anool
os-b, od kt-rych pochodzi gy bioptaty wNtroby wyk

Parametr/choroba K(:]r;tg%la :55\5/3 CLZ,OA C::le C?]:P? ©
Pgel [ M/ K 11/9 30/28 16/14 11/10 3/4
Wiek [lata] 63 N 56 N 57N 7 55 N 52 N
E"g“g"ﬂaowitao.Sg R 1.75 R 1.03 K 2.05 R 3.62 K
Albumina [g/dI] 3.89 N 3.38 KN3.67 K3.23 K 2.71 K
INR 1.14 N 1.30 N1.20 N1.29 KN 1.71 K
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DI a pacjent-w stanowi Ncych grupn kontro

o przyj mowanych przez nich | ekach, tj. jeden
i tamsul ozynN (nadci Snienie i przerost gruc.
(choroba niedokrwienna serca oporna na inne
(nadci Snienie tiAntnicze). taden z tych | ek-w
lub UGT.

Pr-by wNtroby pacjent- -w z -0V a sandasdy a gy z
|l eczenia HCV bygy w tym okresie kilkakrotnie
niniejszego badani a. r Owndaurlhc zcezniiset no Sol a dnaynsit an phc
wsp-gistniej Ncych. DI a potrzeb nNimi- ®ys ze|]
od pacjent-w bez chor-b wsp-gistnicej dgyami (a

l'iczbn pr-b wykorzystanych w pracy

Pr.-by tkanek pobierano z wiNdrpéyj € rkto-nw,r ol
podczas operacji poddani byiandardowmuz n i e ¢ z u | enn(propofa, gewbflaran,
rokronium, fentany)ni e p - Tni ej ni U 15 minut po zatrzy
organu.Pr -wNt roby natychmiast zamroUono w ciekg:
zabezpieczono \pozwteRNAdater (Appleed Bidsystems, Darmstadt,
Ni emcy) do analizy RNA, &0 AnCa. s t Mrpati ek -pdr zleaccha
zatwierdzony przez Komi sjn BioetycznN Pomol
001/11/07ZA) . Od wszyst ki mhi au wzestkmink- Whwh artEdnmNE 2z

genetycznych wykorzystano pr-by mroUone.

A

32.  zol acja mMRNA oraz Il oSci owy PC
(RealTime RT-PCR):

a) Cagkowite RNA od kaUdego pacjenta wyizolo

zestawu Direezol RNA MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA,USA)z ol acj n

przeprowadzono wg. protokogu dogNczonego do

kolumienkowej:

0 Zestaw do izolacji RNMirectz ol RNA Mi ni Prep, obej mowag:
TRI-Reagent , roztw-r pguczNcy RNA PreWash
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Buffer, wo dn woFreeWaterd kolomiekki Zyra&p iRN,a sper o b - w!
do pJgukan ikéezkviedzka)mi e n e

0 Dodat kowe materiagy stanowigdgy: etanol <cz.
nukl eaz 1.5ml, rnkawice ochronne, pgyn de

ko@& : -wki do pipet.

O«

Potrzebnymi ur zNdzeni amhombggniator typwioter- wk a | a
stator z wymiennymi ko@® - wkami, pipety, s

Przebieq procedury:

1.Przygotowano i podpi sano prob-wkn 2.0 ml dl
2. Wyjnto pr-bin tkanki wNtrobowej 2zUornooz tdwo r u
podpi sanej prob - wki 2.0 ml

3. Dodano 0.5 mL TRI reagent.

~

4 . Zai stalowano nowN ko@c-wki na homogeni za

rozdrobnienia pr-by.

=]

5. Zwirowano pr-bn: 12, 000-4x00g,ml1 dnoi mio wRerjz epd
2.0 ml.

6. Dodano r-wnN objntoSi etanolu cz.d.a. (ty
worteksie.

7. Umieszczono kolumienkn z zestawu na prob- w
8 . Przeniesiono cagoSi na kolumienknf, kol umi
9. Zwi r owlaz,00 @0 - ng, 1 min. PrzegoUono kol um
zestawu.

10. | pdgukani e: Na kol umnn -n@ahnhk eRNAnRr e Wds Iz |

zamkni nto pr-b-wkn.

11. Zwi rowano pr - bn: 12,000 x g, 1 min. Wyl a
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12. |1 pgJukiainineniMas ikmloumM 00z all EdRNATLPIzZEe Ws hu

zamkninto pr-b-wkn.
13. Zwirowano pr-bn: 12,000 x g, 1 min. Wyl a

14. ' 1l pdgukani e: Na kol umnn nanizamkmiont7d 0

15. Zwirow&2n®O0®r xb@:, 1 min. Wylano przesNcz.
16. Zwirowano pr-bn: 12,000 x g, 2 min.

17. PrzedgoUono kolumienkfi na prob- wkidho 1.5 mL

30 ¢L wody wolnej od nukl eaz.
18. Zwirowano pr-bn: 16,000 wigtolpmob: wkvigr z
19. Zmi erzono stfnUenie RNA przy pomocy spekt

20. Po pomiarze przechowywa#rdU.-by do dal sz

bySt iUenie i czystoSi RNA ocenila® Daovey uUy
Wil mington, DE, USA), umoUliwiajNcego pomiar
szacowano na podstawie oceny absorbancji pr:

bada® wykorzystano pr-by, w kt- -rychnsmt oggnek

winkszy | ub r-wny 1.8 i nie winkszy, niUO 2.0

c) cDNA przygotowano przy uUyciu zestawu Su
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), z5000g@  k owi t ego RNA na 20
reakcyjnej zgodnie z procedurN producent a.

0 Zestaw do odwrotnej transkrypcji High Capacity cDNA Reverse Transcription
Ki t zawierag: odwrotnN transkryptazh
(10x RT Buffer), mieszanin deoksynukl eotyd-w (25x d
mi eszaninn starter-w (10x RT Random F
|l nhi bitor, 20U/ 1) .
0 Dodat kowe materiagy stanowigy: woda wi
prob- wki reakcyjne 0. 2demly,n frefkkcaywincye  okc

do pipet, pgyn dezaktywuj Ncy RNAzy (RN
55



0 Potrzebnymi urzNdzeni ami bygy: pi pety
termocykiler.

Przebieg procedury:

1. Pr - by RNA wyci Ngnifito =z zamahUarokdimar w§gty
Odczyn ni ki (opr--odawremnneimu transkryptazy) wy
i rozmroUono na lodzie i wustawiono w st a

2.W opisanych prob-wkach 0 :sgips) umeszadicbmony c h
|l odzie |l ub statywiosvanidabdzNowom,y RNAz yog o -
dla wszystkich pr-b: tak aby w objnAntoSci

3. W pr-b-wce 1 ml umieszczonej na statywie
reakcyjnN (100l na kaUdwe hadzaindly :;pr2 b&In)1 0 x
0,8 OI 25x dNTP Mix (100mM), 2 Ol 10x RT |

Transcriptase, 1 Ol RNase inhibitor, 3.2
skgadni k- w, wymieszano, zwirowano i pozos
4. DokaUdej pr-by RNA dodano 10 el wczeSniej
5. Zamkninto prob-wki, wymieszano na worteks

6. Zaprogramowano termocyklépplied Biosystems GeneAmp PCR System 9720
nastinpuj Ncy-1@ni og r-187U @2i508 C n8i5nJiC 4 UC
7.Umi eszczono pr-by w termocyklerze, zamkr

program

d) Ekspresjn gen-w badano w dw-ch powt: -rzel
TagMan Fast Advanced Master Mix i walidowanychepz pr oducenta zest aw
assays (tabela 6) za {TinmeRCRKLifeulechnlogies Walteam, Vi i A
MA, USA). WartoSci progowe dla kaUdego genu

wartor§diic@ba cykli, nppaksondghpfkekrascada
Wzgl ndnN ekspresjn nmPENAeldbpri egjamogened oldld 2n e
do Sredniej wartoSci ek spr esj ihousekegpmégenese | dl a

GAPDH (Hs999905_m1), HMBS (Hs006092_m1), PPIA (Hs04194521 s1),RPLPO
(Hs999902 m1),RPS9 ( Hs 02339424 g) *8% azw nkett-ordeNN 2dode
normali zowano ekspresjn gen-w w pr-bach z gr

genu dla grupy kontrol nej. Objnt oSi reakcyj i
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zaprogramowano nastninpuj Mda:r aZzjmi 1 050ni AC,95Ws |
95UC + 1 min 60UC.

Tabela6.Li sta zestaw-w startery + sonda T-aqMan

identyfikator zestawu podany przez producenta.

SYMBOL GENU LOKALIZACJA CHROMOSOMOWA TagMaN Assay ID

CYP1A1 Chr.15: 74719542 74725610 Hs00153120_m1

CYP1A2 Chr.15: 74748843 74756600 Hs00167927_m1

CYP2C8 Chr.19: 5343197453458261 Hs023802383691

CYP2C19 Chr.10: 94762681 94853205 Hs00426380_m1

CYP2D6 Chr.22: 42125531 42130881 Hs00164385 ml

CYP2E1 Chr.10: 133527363133539116 Hs00559367 _m1l

CYP3A4 Chr.7: 99756960 99784188 Hs00604506_m1

CYP3A5 Chr.7: 99648189 99680026 Hs01070905_m1

UGT1Al Chr.2: 233760273233773299 Hs02511055 si1

UGT1A3 Chr.2: 233729127 233773299 Hs04194492 gl

uGT2B7 Chr.4: 69051264 69112987 Hs00426592 m1l

UGT2B15 Chr.4: 68646597 68670776 Hs00870076_s1

CYP2C9 Chr.10: 94905867 94989395 Hs02383631_s1
33. Analiza il oSciowa biagka z zast oc¢

Tkanki umi eszczone wW ciekgdgym azocie rozhbi

ze stali nierdzewnej. Okogo 40 mg sproszkowa
lizie z uUyciem 1 ml roztworu 0, 2% SDIB i 5 n
(w stfiUeniu 5 OI/ml) (Merck, Darmstadt, Nie

wytrzNsarce zaprogramowane, na pracn z szybl
Schwabach, Niemcy). CagkowitN zawarpoBdcKRi ag
testu kwasu bicynchoninowegBCA Protein AssayThermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA), zgodnie z instrukcjami producenta. 100

uUyci u met od fiter-&aiskeR saf@enpyeparatiprw oparcu 0 opracowany
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protok:-g. Met oda pozwala na uzyskanie miesz:
uUOyte do il oSciowego pomiaru biagek enzym-v
tandemowe|] spektrometrii mas . 1Ay GYP2BB,i a § k a
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5) i czterech UGT
(UGT1A1, UGT1A3, UGT2B@k 1 e S#t@Tr2pBolnso)c Nz ols@ aigM$S
Ko E&cowy pomi ar Sspektrometryczny il oSci bi a
Absorption and Tnasport (C_DAT) Uniwersytetu w Greifswaldzie.

3.3.1. Procedura FASP

Trawienie biidd¥¥a trypsynN
Wszystkie wirowania prowadzono przy 14 000 g w temperaturze pokojowej, aby

uni knNi uszkodzenia kolumny. Je Btapleiwirowaniacej n
(wyra¥fnie widoczny ruch roztworu podczas pr z
wi rowani e, ew. wydguUano czasy nastfipnych
por  -wnywane ze sobN w badani u byidiy npartzeyrgioat Jo-v

odczynni k- w.
Potrzebne materiagy:

Filtry VIVACON 500 (10K), Sartorius (Niemcy)

1% FA (roztw-r wodny kwasu mr:-wkowego w H
Bl ok grzejny 56 AC i inkubator 37 AC

Opr -cz standarikowhcc hwkp !l a s tpirko-bw wka t ypu L
adhezja biagka), wszndzie tam, gdzie plas
umi eszczanie pr-by)

Bufor UT (8M mocznik + 2M tiomoczniky pr zygot owano 1 raz na ¢
partin pr-b. 1,92 g mocznik + zébnetok. g ti orm
200 OL na pr-bkn, podzielono dla cagej pu
porcje potrzebne przy &20i éArCr eAdriBhi zganaacj i [
(Niemcy).

Bufor DTT (8 mM ditiotreitol)i przygotoywa n o Swi eUy kaUdego dni
OdwaUono 10,8 mg DTT (np. wW prob-wce 1.5
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moczni kowego 8M (np. w prob-wce 15 mL; do
z navipWbkKni esi ono DT-AIdrcH (Niéncy).owo) , Si gma

Bufor IAA (50 mM jodoacetamid) przygotowandSwi e Uy kaUdego dni a
OdwaUono 46 mg | AA, rozpuszczono -w 5 mL b
Aldrich (Niemcy).

Roztw-r( 66HGNM wodor owpingz yago taoowamug Swi eUy Kk
roboczego. OdwaUono 50 mg AHCanej.rozpuScil

Roztw-r tprypwgantyowano SwieUy kaUdego dni a
przed uUyciem; 1 Og trypsyny na 100 Og bi
Promega$tany Zjednoczoney 5113 0, 5 Og/ OL. Trypsyna 2
OL + H20 rOddersat .k adJd,N2 pr -bfi; przechowywanoc
dodania na kol umnn.

10%TFA( 10% roztw-r kwasu tr-jfluorooctoweg:¢
Aldrich (Niemcy).

Przebieqg procedury:

Ogrzano bufor mocznikowy i bufor UT do temperatmgkojowej (mocznik w tym

stiAUeniu zestala sifn na lodzie czy w | od-

Przygotowano kol umny Vivacon na prob: wka
nagoUono 100 OL 1% FA. Zwirowal 14 000g 1

Do prob-wki 0,5 mL LoBi nmda zoHjifztad &im pIromy
dodano buforu UT do koGEowej objntoSci 20

Nani esiono cagoSi pr-by 280mndOL na kol umnn
Nani esiono na kolumnn 200 OL -30wmihor u moczn

Wylano p g y n z pr - b wki odbieralni kowej , umi
pr-b-wce.

Naniesiono na kol umnn 100 oL DTT, del i
i inkubowano 15 min w temperaturze 56 At
wytr zNs-40@ipra. 300

Zwir owano £0minb.n 15
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Nani esiono na kolumnnin 100 OL -Wwmihor u moczn

Powt -rnie naniesiono na kolumnin 1028 OL b

min.

Naniesiono na kol umnn 100 OL | Aakce del i k

i inkubowano 20 min w temperaturze pokoj o
Zwi rowano25mmn.:- bn 15
Nani esiono na kolumnia 100 OL -2bminor u moc zn

Powt -rnie naniesiono na kol umnn 1526 OL b

min.

Wyl ano pgyn z pr - b wki odbieral ni kowe|
prob- wce.

Nani esi ono na kol umnan 100 oL DTT, del i
i inkubowano 15 min. w temperaturze 56 AC

ZwaUono p5mlbi-pwkij eld,nej nigotrkehnd gdd komiec-dhiai

roboczcegow cel u p- ¥niejszego dokgadnego wyzna
Zwi rowano25mmn.- bn 15
Nani esiono na kolumni 100 OL -26minor u moczn

Powhi® naniesiono na kolumnnin 100 &B buf or

min.

Naniesiono na kol umnifa -25nth. OL AHL i zwirow
Drugi raz naniesiono na ko2smmnnin 100 OL AH
Trzeci raz nani esi onowirowano ¥26IminmniAn 100 OL A
Przeniesiono kolumny na nowe prob- wki 1,5

Naniesiono n a kol umnn 100 oL roztwor u t

wytrzNsarce i inkubowano 16 h w 37 AC w k
odparowagabpmpegdgczas Prombuwki zamkniiAato w sz
wgoUono takUe kilka mokrych rhncznik-w pap
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26.

27.

28.

29.

30.

Nastnpnego dnia, zwirowano pr-by 10 min.
Nani esiono na kolumni 40 OL AHC i zwirowa
ZwaUono ponowni e eplru-abt-ewk)i w cperl-ubNokr eS| eni

Zakwaszono pr-bn 10% TFA do koEGowego stn

Przeniesiono pr-bn do prob- wki 0,5 mL Lo
naczynia, Eppendorf, Niemcy) i  przechowywano w  temperaturz
80 AC do czasu dalszej analizy.

LC - MS/MS: do analizy wykorzystano spektrometr mas 5500 QTRAP triple
guadrupol e (AB Sciex) sprznUony z system
(Agil ent Technol ogi es, Wal dbr onn, toNi emcy
oprogramowani a Anal yst 1.6.3 (Sci ex,
chromatograficzny przeprowadzono na kol un
shell (100 T 2,1 mm, Phenomenex, Aschaf fe
uUyciu acetowciegoylOu 12a vwkiwearsayj Nmr - wk owe g o

[ wody zawi eraj Ncej 0,1% kwasu mr - Wk o We
przepdgywu fazy ruchomej wustalono na 200 (
Zastosowany gradient st NAdzald@k A yrapz Snmairs t [ p U |
nastnpnie od 2% do 25% rozpuszczalnika A
rozpuszczalnika A do 50% w ci Ngu 13 min,

A do 60% przez 3 min. W ko@Ecowykm Aetwa gii Nga

9 min. Temperatura kolumny byga wustawi on
autosamplera byga wustawiona na 4 UC. Spe
joni zacj.i el ektrosprayowej (ESI) Turbo V
nastipujwdecwak: - w: temperatura Fr-dga: 500
V; gaz kurtynowy: 50 psi; gaz Fr-dga jon-
gaz o0 wysoki e]j aktywacji zder ze GE. Par ame
deklastracji i eer gi a kol i zj i, zostagy ranczni e
pojedynczego peptydu. Dla kaUdego anal it
trzy do czterech przejSi masowych. Wszys:

oprogramowania MultiQuantTM 3.0.2,0s6 uj Nc met odn standar di

i wsp-gczynni ki powi erzchni pi ku do obl
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Szczeg-gowy opis met ody oraz sekwencje |
publikacji Wenzel C., Drozdzik M., Oswald 34ass spectrometspasedtargeted

proteomics method for the quantification of clinically relevant drug metabolizing
enzymes in human specimeimurnal of Chromatography B 1160. 2Q247]

3.4. GENOTYPOWANIE

~

Genomowy DNA wyi zolowano z tkanek przy uuU
Ki t ( EURX, Gd a Es k, Pol ska), zgodni e z pr ot
standaryzowano do jednolitego stnlUeni a (
spektrofotometrycznego (Dewix, Wilmington, DE, USA) i przechowywano w2 0 AC do
czasu dal szej analizy. Wszystkie pr-bki p O«
oprogramowania dla uTizNezR@R a iu WMyc iFam tz eReta:
przez producenta TagMan assaysdedykowanego do wykrywania badanych
jednonukl eotydowych polimorfizm-w (Life Tech
nastfinpuj Nce wa rGYRACL9Y2 (rsé24428br CYH2D673) (1s35742686),
CYP2D6*4 rs3892097) iCYP3A5*3 (rs rs776746). W badau wykorzystano zestaw
odczynni k-w TagManE GTXpressE Master Mix, Th
USA) do przygotowania mieszaniny reakcyjnej
DNA) . Prof il temper atur owy raekatkycwaic jzaa p2rOo gsr,a n
cykli (denaturacjapr zy gNczani e swyddeweWami ei):soBnds i95UC
Dodat kowo, | iICYR2D6GW tynad il iecge&inwgwenu CYP2D6 ( CYP?
met odN gPCR z s 0 nG¥RA2n6 (Asfay tPMsA001@00laen) i genu
referencyjnegoRPPH1, z uUyciem oddczynik-w TaqManE F
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) do przygotowania mieszaniny reakcyjnej (13,5
OL mieszaniny na kaUdN pr-bkn oraz 1,5 Ol
zaprogramowano nastnpuj Nco: aktywprciwgd Nz as,i
starter wydigudamd ei : 3 DsandiZy Whybrane te@rlusty k6 04g @.
wzglfidu na ich konsekwencje mogN, wgna dany
aktywnoSi kodowanego enzymu, ale takUe na il
niniejszejpracyZ t ego powodu do anal imssensmilet wiydcwe @

wjasnych bada@® wstiapnych nwhkt rmdmagoyh wkpdrytwuo Inma
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Tabela7.Li sta sond TagMan uUytych w badani u.

BADANY LOKALIZACJA TagMaN Assay ZMIANA NUMER RS
WARIANT CHROMOSOMOWA ID NUKLEOTYDOW
GENU A
CYP2C19*2 Chr.10: 94781859  C__25986767_" AIG rs4244285
0
CYP2D6*3 Chr.22: 42128242  C__32407232_! T/- rs35742686
0
CYP2D6*4 Chr.22: 42128945 C__ 27102431 _ CIT rs3892097
DO
CYP3A5*3 Chr.7: 99672916 C__ 26201809 _: T/IC rs776746
0

3.5.0BLICZENIA STATYSTYCZNE

Wszystkie dane dotyczNce poziomu mRNA i b
CV %, medi ana oraz wartoSci mi ni mal ne i ma k s
informacje uzupegniajNce w suplemencie do a
pracy Do oblicze® uUyto wynik-w uzyskanych dl a
stinUeniem biagka (LLOQ, mni ejsze | ub r - -wne (
badany mi gr upami oceniano zZa pombWalisa ni ep a
pogdoNlcezgo z testem post hoc Dunna z korektN B
testu rang Spearmana. Za istotne statystyczn
statystyczne przeprowadzono przy utitgéi u pak

Statistics and Mat hematics of WU [Wirtschaft
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4. KORZYS$S CI BADAG

BezpoSrednim wyni kiem realizacj.i projektu
stanu zapal nego, wywoganego czynni ki em w
met abolizuj Ncych | eki w kom-rkach tkanki wNt

badani a wpozazmo@ANumi eni u mechani zm-w wpgywaj Nc
met abolizuj Ncych | eki w chorobach zaka¥fnych
w ocenie biodostiApnoSci i farmakokinetyki |e
a t ak Ue nowyah strategii terapeutycznych.
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5. WY NI Kl I OMC WI ENI E WYNI KCW BADAGOG

511 1 oSci owe okreSlenie zawartoSci RNA i &

i UGT
Dane uzyskane w badaniach, pokazuj N, Ue p
wNt robowej, moUe miei znaczNcy wpgyw na eksp
|l ek-w, zar-wno mierzonych na iprgsanekdb#)i e RNA | a

Pni Uej na wykresachikpygowgk h4Qrypurnekst3s

procentowy biagek enzymatycznych w wNtrobach

podstawie stopnia niewydolnoSci wNt tPoghay, okr
(klas a A, B i C) oraz w grupie kontrolnej. Wi
CYP2E1, CYP1A2 i CYP3Advy k anadwi nksze stnUenia biagka
podczas gdy CYP2B6, CYP1A1 i CYP2C19 wystnj
(~1-:2 %) . Crhrocdeandt owy udziag poszczeg-lnych biag
I e ki by podobny, cagkowita ich iloSi (w prz
od stopnia niewydolnoSci wNtroby.

ZakaUenie HCV nie miago istotnego wpgJywu
w CYP1A1, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6 i C

Pugha charakteryzowady sifi znacznym podwyUsz
war t oS rzonej dtamkordrol). KlasaB ChildRugha wi Nzaga sifn z mni
CYP2C19 (do 38% wartoSci dla grupy kontrolne
33% kontroli), UGT1A3 (do 69% kontrol i) i UG
istone zmniejszenie stnUenia CYP1A2 (do 52% k
w stadium Cwg ChildPugha. Udokumentowano istotnie sta
CYP1A2, CYypPp2C9, CYP3A4, CYP2EL1, UGT2B7 i UG
pr-b od-waezj &iI€@V wykazaga, Ue choroba nie wp:
CYP1A1, CYP2B6, CypP2cCs8, CYP2C9, CYP2D6, CYy

z pr-bkami kontrphagymNoo ®dspooNarmawartoSi C
kontroli), CYP2C19 (do 45% kordl), CYP3A4 (do 47% kontroli)

i CYP3A5 (do 55% kontroli), jak r-wnieO UGT
kontroli) 1 wyra¥ny wzrost UGT1A1 (do 177% Kk
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KONTROLA (100%) 2c8 CYP2Dy CYP2C1
8%

5% 0
’ 2% CYP1A!
1%
CYP3A ’
14%
CYP2BI
1%
CIZ}A: cypac|
) 33%
CYP2E,
22%
Rysunek 36.Zawar t oSi biagka wybranych enzym-w m

w N t rwej kv grupie kontrolnewy kres przedstawia rozkgdad procentowy po:s

w metabolizmie lek-w w cagkowitej zawartoSci wszystkich biz
HCV 2C8 CYP2D(
CYP3A! 8% 5%
8%
CYP2C1
16%
CYP1A!
9% CYP1A!
1%
CYP2B(
2%
CYP2E,
20%
CYP2C|
31%
Rysunek 37.Zawar t oS biagka wybruwjnNaychenlzgkm- ww m

w Nt robowej W \yrk Zesb prezg st @iVa. rozkgad procentowy pos.

metabolizmie lek-w w cagkowitej zawartoSci wszystkich biag:e
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ChP A CYRCS8 CYP2D! CYP2C1
9% 5% 1%

CYP1A!

CYP3A 1%

9%
CYP2B|
CYP1A! 2%
11%
CYP2C|
37%
CYP2E,

25%

Rysunek 38.Zawart oSi rkminggkha emglym-w metabolizuj N
wNt robowej w up rpzaechklesyghwgwbcenyst opni a ni ewydol no

w skali ChildePugla.wy kr es przedstawia rozkad procentowy poszczeg-

lek-cvagwk owi t ej zawartoSci wszystkich biagek, bnAndNcych przed
ChP B 2C8 CYP2D| CYl'Z/zm
CYP3A 9% 7% ° CYP1A!
8% 1%
CYP1A] CYP2B|
12% 2%
CYP2C|
41%
CYP2E,
19%
Rysunek 39.ZawartoSi bi agka wybranych enzym-w m

wNt robowej w uprpzaechjieengtu WHC\&t apygi B8 wgewpdehgo ¢

w skali Childe-Pugla.wy kr es przedstawia rozkdad procent etabglizmpeos zczeg -

lek-w w cagkowitej zawartoSci wszystkich biagek, biadNcych |
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CYP2D
5%

ChP C

2C8
9%

CYP3A¢
14%

CYP2E
27%

Rysunek 40.ZawartoSi biagka
wNt robowej

w skali Childe-Pugla.wy k r e s

W up rpzaechj i eengt u:

przedstawi a

CYP1A!
1%

CypP2C1
1%

CYP2B|
2%

Cyp2C
30%

wybranych m

WHCWtapygi & wperabgdehgo

enzym- w

rozkgad procentowy poszczeg:-

lek-w w cagkowitej zawartoSci wszystkich biagek, biadNcych |
Zamieszczone poni Uej wy kr evs yk opliug éNat 3 tc & w i baa
enzymy metabolizuj Nce | eki w wNtrobie: jako
(metoda delta CT, bez normalizacji na t kank:]
wNtrobowej (fmol/mg tkanki).
W przypadku CYP1Al (rysunek4 1) , ni e zanot owano i

w zawartoSci/stnUeniu

zmian w poziomie ekspresji mRNA.

-

bi agka. Choroba nie m
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Rysunek41 Wz gl ndna ekspresja RNA (A) i stnUenie

wNt robowepj egupwi rusowego zapalenia wNtroby
uwzgl ndni eni em podzPiuagghud awe dAg u(gn =s3k0a)l,i BCh(inl=d2 1)
w por - -wnaniu do tkanki wNtrobowejbostanowi Nce

wygenerowani a danyuc hb ouxUpyltoot ,wyukwzegsl -fd ntiyapj Ncy c h: medi an
kwartyl Q1 (d-g pudegka) i trzeci kwartyl Q3 (g-ra pu

oraz Sredni N (znak +). Do anal iwligaostaat y £tsyt c Druejn . z &P tzg

nastipuj NcN skaln istotnoSci statystycznej: r-Unice |

W przypadku CYP1A2 (rysunek 42 ) zaobser
bi agka (do 52% wartoSci z mi er zadkue pardzd | a g
zaawansowanego stamui e wy d o | n o S @rizebiegiN HGVo(llaga CWGR) oraz w
przypadku gNcznej analizy wszystkich pacjen
zaobserwowana mni e j s z o nHTV @ B8 CHP A [0152%), CHP B (0 68%) caz
CHP C (o waBt&®&x%Wnku do pr-b kontrolnych.
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Rysunek 42Wz gl ifdna ekspresja RNA (A) i stnUenie
wNt robowej, w przebiegu wirusowego zapalenia
uwzgl ndni eni em podzPuagdhhdres8@),Bdgneay), G (h=T)lwi Child
por -wnaniu do tkanki wNtrobowej mtanowi Ncej
wygenerowania danych uUyto wykres-w typu boxplot, uwz
kwartyl Q1 (d-§ pde(dk-arna ipudegkd) kwarttaykUe mi ni mal ne
oraz Sredni N (znak +). Do anal Wiy |l 3gtsat wystagczreasjt Dasitnho
nastipuj NcN skaln istotnoSci statyps@0plcznej: r-Unice i

W przypadku CYP2B6 (rysunek 43) zawartoSi
r-Gsid istotnie od pacjent-w z grupy kontr

w ekspresji genu mierzonej na poziomie mRNA.
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Rysunek43Wz gl fdna ekspresja RNA (A) i stnUenie
wNt robowej, w przebiegu wirusowego zapalenia
uwzgl ndni eni em podzPuagghud aB8®, Bgne@), S(k=q)lwi Chi | d
por -wnaniu do tkanki wNtrobowej mtanowi Ncej
wygenerowania danych uUyto wykres-w typu boxplot, uwz
kwartyl Q1 (d-§ pudergak ap)udie gtkraz)e cia ktwaskrltey ImiQ3 magl-ne i |
oraz Sredni N (znak +). Do anal Wiy |l 3gtsat wystagczrasjt Dasitno

nastipuj NcN skal ir i Gnio¢@moiSstiotsnat yspyezd®j **p<0, 01,

Dl a CYP2CS8 (rysunek 44) r-wnieU nie zaob
bi agka, mi mo wysthpowania istotnyarmeszaoUni c w
43%w por - wnani)lCH-B A (o K386 CHP @ I0i43%) i CHP C (0 66%).
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Rysunek44 Pozi om ekspresj.i (Rys. A.) i stnUenie
wNt robowej, w przebiegu wirusowego zapalenia
uwzgl ndni eni em podzPugibgau: we d(gnu=g3 Os)k,a |B (Onh=i 2l 1d) ,
w por-wnaniu do tkanki wNtrobowejbostanowi Nce
wygenerowania danych uUyto wykres-w typu boxplot, uwz
kwartyl Q1 (d-g§ wud@lk(ag: -ria tpwckaejk &wara takUe mini mal
oraz Sredni N (znak +). Do anal Wiy |l 3gtsat wystagczreasjt Dasitho
nastipuj NcN skaln istotnoSci statp0oicznej: r-Unice |
ZawartoSi biagka dla CYP2C9 (rysunek 45)
z HCV w por-wnaniu do grupy kontrolnej. W p

zmiany zaobserwowano w przypadku-®-A Wi n kosA2%), w stosunku do kowir.
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Rysunek 45Wz gl fdna ekspresja RNA (A) i stnUenie |
wNt robowej, w przebiegu wirusowego zapalenia

uwzgl ndni eni em podzPiuagghud awe dAg u(gn =s3k0a)l,i BCh(inl=d2 1)

por-wnaanki dwNt kobowej stanowi Ncoej pr-bn kon

wygenerowania danych uUyto wykres-w typu boxplot, uwz
kwartyl Q1 (d-g pudegka) i trzeci kwart war®® Scg- (aNpy
oraz Sredni N (znak +). Do anal Wiy lstsat wstagczzreesjt Dasino
nastipuj NcN skaln istotnoSci statystycznej: r-Unice |

W przypadku CYP2C19 (rysunek46)zeaobr wowano i stotnie mniej
dlaklasyBCHWP, w por -wnaniu z grupN kontrolnN (o
zaobserwowano r-wnieU dla cagej grupy HCV
zaobser wowanoiadbsnioleews ret oz8rii c enRNA dl a -Brup: |
A(69%),CHP B (o 69%), w stosunku do pr-b kontr
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Rysunek 46Wz gl fdna ekspresja RNA (A) i stnUenie |
wNt robowej, w przebiegu wirusowego zapalenia
uwzgl ndni eni em podzPiuagghud awe dAg u(gn =s3k0a)l,i BCh(inl=d2 1)
por -wnaniu do tkanki wNtrobowej mtanowi Ncej
wygenerowania danych uUyto wykres:-w typu badmpzyot, uwz
kwartyl Q1 (d-g pudegka) i trzeci kwartyl Q3 (g-ra pu
oraz Sredni N (znak +). Do anal Wiy lstat ystagczreesjt Dasino

nastfipuj NcN skatywciseptnoSOni eseatstotne: *p<0, 05, **p

W przypadku CYP2D6 (rysunek 47), zawartoS$S

z HCV na poszczeg:-lnych stadiach ni ewydol nc
i stotnych zmi anmiwe rezkosnperje snjai pgoezni-onmi e mMRNA, p
grupy HCV (wartoSi mniejsza o 40%), w stosu
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Rysunek47Pozi om ekspresji (Rys. A.) i stnUenie
wNt robowej, w przebi &Ngu owiyr u ypowe ¢gCa HaLp/a l( erFi5eE
uwzgl ndni eni em podzPiuagghud awe dAg u(gn =s3k0a)l,i BCh(inl=d2 1)
por -wnaniu do tkanki wNtrobowej mtanowi Ncej
wygenerowania danych uUyto wykraisamwi t(lpiuniba xpd Ditq ma)wz
kwartyl Q1 (d-g pudegka) i trzeci kwartyl Q3 (g-ra pu
oraz Sredni N (znak +). Do analiwWiylstat ystagczresjt Dasino
napufp NcN skaln istotnoSci statystycznej: r-Unice isto

W odniesieniu do CYP2E1l (rysunek 48) zao
stiUenia biagka w por-wnaniu do-Pp¢tab dobt#dl|

b yo@godne z wynikampomiarue Kk s pr esj i MRANAR o two wkatn-or yimst ot n
war t dléwsiystkich grup: HCV (o0 55%), GA A (0 55%), CHP B (0 55%), CHP C (o
61%), w stosunku do pr-b kontrolnych.
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Rysunek 48Wz gl fdna ekspresja RNA (A) i stnUenie |
wNt robowej, w przebiegu wi rHC¢(068,go0 zapal eni a
uwzgl ndni eni em podzPiuagghud awe dAg u(gn =s3k0a)l,i BCh(inl=d2 1)
por -wnaniu do tkanki wNtrobowej mtanowi Ncej
wygenerowania danych uUyto wykres: w tzoma)ordz@ienpskyo t , uwz
kwartyl Q1 (d-g pudegka) i trzeci kwartyl Q3 (g-ra pu
oraz Sredni N (znak +). Do anal Wiy lstat wstagczzreesjt Dasino
nastfipuj NoNnsBainstatystycznej: r-Unice istotne: *p<0

Dla pr-b pochodzNcych od pacjent: - wP skl as
iw przypadku CYP3A4 (rysunek 49) =zaobserwowa
w stosunku do kamoli). W przypadku ekspresji mRNA, zaobserwowans t ot ni e ni U
war twifSNdz nej agugylHC\z(d 56%)¢vasiosupku do kontroli.
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Rysunek 49Wz gl fdna ekspresja RNA (A) i stnUenie
wNt robowej, w przzaepbaileegnui awiw Nitsroowbeyg ot y pu C: HC'
uwzgl ndni eni em podzPiuagghudb awe dAJ u(gn =s3k0a)l,i BCh(inl=d2 1)
por -wnaniu do tkanki wNtrobowej mtanowi Ncej
wygenerowania danych uUyt oi ajyNkayecsh:w meydiua rbio x(pllionti,a upawz
kwartyl Q1 (d-g pudegka) i trzeci kwartyl Q3 (g-ra pu
oraz Sredni N (znak +). Do anal iwilligaomztestDusntByycjzinteg zast o
nastipuj NcN skaln istotnoSci statystycznej: r-Unice |

Dl a biagka CYP3A5 (rysunek 50) nNi e zaobs
W grupie HCV ani w podgrupach o r-Umanm nasil
do pr-b kbksprodsjyahgenu by gaCHRGEoOtwnipermmwinajns
kontrol N,
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Rysunek 50Wz gl fdna ekspresja RNA (A) i stnUenie
wNt robowej, w przebiegu wirus@O¥®go zapal eni a
uwzgl ndni eni em podzPiuagghudb awe dAJ u(gn =s3k0a)l,i BCh(inl=d2 1)
por -wnaniu do tkanki wNtrobowej mtanowi Ncej
wygenerowania danych uUyto wykres-.-w tvypa)ordzpietwsiyot , uwz
kwartyl Q1 (d-g pudegka) i trzeci kwartyl Q3 (g-ra pu
oraz Sredni N (znak +). Do anal Wiy |l 3gtsat wystagczreasjt Dasitho
nastnipuj NcdNScsik ad thatiysstoynznej : r-Unice istotne: *p<0,0

ZawartoSi biagka UGT1A1 (rysunek 51) by g
do pr-b kontrolnych), w przypadku pr-b pocho
AwskaliChP. G&canaliza wszystkich pr-b od pacje
biagka UGT1A1 byga wyUsza w por-wnaniu do g

ze zwinkszonej ekspresji genu mierzonej na p
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Rysunek51 Wz gl fidna ekspilUesj @ RNAJKA) (B)stUBTIAL w
wNt robowej, w przebiegu wirusowego zapalenia
z uwzglndnieniem poPugahda: wAdgug3d®d®hal B ChielRd
w por - -wnaniu do tkanki wNtrobogmw2)). stanowi Nce
Do wygenerowania danych uUyto wykres-w typu boxplot,
pierwszy kwartyl Q1 (d-§ pudegka) i trzeci kwartyl Q3
(wNsy) oraz Sr e daystalystfczne zaktosewpno tef Krushiiiisal oraz test Dunn.
Przyjnto nastipuj NcN skaln istotnoSci statystycznej:
ZawartoSi biagka UGT1A3 (rysunek 52) byg:
dokot roli, w pr--BacHatabssywdBwadhonirUeksphese U 2z na
mRNA dla wszystkich grup, w por-wnaniu do ko
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Rysunek52Wz gl idna ekspresja RNA (A) i stnUenie
wNt robowej, w przebi éNgu owiyr u sypowe gca HLp/a l( erFi5eE
z uwzglindnieniem poaunighda: wAdgug39dhal B Chi=el2d
w por - -wnaniu do tkanki wNtrobowej stanowi Nce
Do wygenerowania danych uUyto wykdesnw (yYypuibhoppkobma
pierwszy kwartyl Q1 (d-§ pudegka) i trzeci kwartyl Q3
(wNsy) oraz Sredni N (znak +). Do AvllisaloiaztgstDannat ystyczne
PrzyjthtipupBeN skaln istotnoSci statystycznej: r-Unice

ZawartoSi biagka bBWGT& Bi7s t(atyrsiuen erki Bs32a, w
we wszystkich grupach: HCV (o 38%), &@MA (o 7,7%), CHP B (0 41%), CHP C (0 76%).
Zaobserwowano r-wnieU znaczNce obniUenie e
w por -wnaniu do konRA(@®@32%); CHHE(Y53%)pCHB 6 (%31%). CH
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Rysunek53.Wz gl fdna ekspresja RNA (A) i stnUenie
wNt robowej, w przebiegu wirusowego zapalenia

z uwzglindnieniem poaunighda: wAdgug39dhal B Chi=el2d
w por -wnani u odoo wekjansktia nnoNiti Ncej pr-bn kontrol

Do wygenerowania danych uUyto wykres-w typu boxplot,

pierwszy kwartyl Q1 (d-§ pudegka) i trzeci kwiartyl Q3
(wNsy) oraz Sredni N (znak +). Do A\llisaloiaztgstDsannat ystyczne
Przyjnto nastfipuj NcN skalfn istotnoSci statystycznej:

ZawartoSi biagka UGT@Babe(nyBsnak W43t byy
w grupie HCV (o0 28%). ZoobJeksphgimRNAe obwnbieé&
grup: HCV (0 30%),CHP A (o0 61%), w por-wnaniu do kontr
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Rysunek54Wz gl fdna ekspresja RNA (Awtkancest nUeni e I

wNt robowej, w przebiegu wirusowego zapalenia
z uwzglindnieniem poaunighda: wAdug39d9hal B Chi=el2d
w por - -wnaniu do tkanki wNtrobowej stanowi Nce
Dowygenerowas danych uUyto wykres-w typu boxplot, uwzgl Andr
pierwszy kwartyl Q1 (d-§ pudegka) i trzeci kwartyl Q3
(wNsy) oraz Sredni N ( zn akowand test Duskal\Villisaloiaztgst Dsntnat y st yczne
Przyjnto nastfpuj NcN skalfn istotnoSci statystycznej:

52Analiza korelacji pomi idzy ekspresj N mR

bi agka
Na rysunkach 55 68, przedstawdn o wy kr esy Kkorel acj i ekspr

bi agka badeYPIALIICYRLAZ) CYR2BE, CYP2C8, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,

CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5, UGT1Al, UGT1A3, UGT2B7, UGT2Bdtupie
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pacjent - w z . WCWi k(n=wB&ay tygwrrN addjotiszystkich

analizowanychh dwimafexa, Ue wr az wzer avsz raohsateelm e
zawartoSi biagka kodowanego WarrzteozSi wswsyps: tgkcizey
korelaciRws kazuj e na r-UnN sign tej zaleUnoSci w
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Rysunek 55.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuCYP1A1l
Na rysunku 55. przedstawiono korelacjn po

CYP1A1 KaUdy punkt danych reprezentuje parn w:
nani esione na pgaszczyznhn kartezja@®kN (na
pr zedstawiono dodatni N korelacjnin pomifndzy poa
CYP1A1 o duUej i st ot noS Rikorefagi Sgrar@aha(),.63ws p - §czynr
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R=072, p<0.001
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Biatko

Rysunek 56.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuCYP1A2

Na rysunku 56. przedstawiono korelacjn po

CYP1A2. Wykazano silnN, dodatni N korelacjn p
dagenlcCYP1IA2 charakteryzuj NcN sin duGN,SciisN odtondiaet
(0, 72) ws Rkolaci $§pranmakaa
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Rysunek 57 Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuCYP2B6
Na rysunku 57. przedstawiono korelacjn po

w genie CYP2B6 N a rysunku przedstawiono umi ar kow
poziomem ekspresij.i mRCNR2B6i  cbhiaar Jakkat e d y a u jgheonNu
statystycznN (p<0.001) war RbkoRldjiSpeatroadaat ni N (0
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Rysunek 58 Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuCYP2C8

Wy kr es (rysunek 58) przedstawia korel ac]j
astnUemi aidl& genuCYP2C8 Wykazanos § a b N, pozytywnN Kkor ¢
zawar mBRNACiibN agka. Obliczaj NcR Spsapnarifcoraymand k  k o
wartoSi 0,2, co oznacza niewielkN pozytywnN

oznacza, Ue korel stygzreeisjoteast mar gi nal ni e staty
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Rysunek 59.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuCYP2C9

Wykres (rysunek 59) przedstawi aawartd acij N
bi adlkgnuCYP2COMi idzy petiideeRNEAMi agka wysatbfapuj ¢
dodatnia korelacjmjac 0 ws k a z u§Sep evaar rmtaon&i wynoszNca 0, 25.
ni U @skaxge9 Ue ta korelacja jest statystycznie
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Rysunek 60.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspr édjaN krmRNA ,a
genuCYP2C19

Wy kr es (rysunek 6 0) przedstawia korelac]|
izawar bb & Jl&kgenuCYP2C19Po mi ndzy pozi omemz ekarmptr@S$qii N
bi agka wyamadmujng a kor el ac jRBpeantaon aw svkyanzousj zeN cwaa r
WartoSIi p, mwskazjjes z@e nt & KoMl acja jest staty
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R =044 p<0.001
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Biatko

Rysunek 61.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuCYP2D6

Wykres (rysunek 61) praeds imBMciabN kaajekeal acj
genuCYP2D6Mi ndzy poziomem ekspresj.i MRNA i bi ac(
War tRSktar mana, wynoszNca 0,44, wskazuje na
mni ej sz awskazie 0@ Otla korel acja jest istotna s
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Rysunek 62.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuCYP2E1

Rysunek 62 przedstawia kor ezlaancarrib o idikddz y
dla genuCYP2E1Mi i dsztyin U erRiNeAm i bi a g% @ abdatrsatkergiagja, eo
wskazuje war o ST R Spear mana wynoszNca 0, 2
p mni ej s z-askawijegd Oe Ot1& korel acja jest statysty
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Rysunek 63.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuCYP3A4

N~

Wykres (rysunek 63) przedstawiaok el acj i z anw airdt 2o@NAT N
i b idla gekuCYP3A4 Mi 11 dsztyin U erRiNeAm i biagka wystnpuje c
korel acja, na RBRS®peamnsakaayznuojsez Nwcaar t0o,S6. Wart oSi p,

wskazue Ue ta korelacja jest statystycznie st
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Rysunek 64.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuCYP3A5

Wy kres (rysunek 64) przezvat & oid®RNANKk or el :
i b idm @enaCYP3A5 Wykazanou mi ar kdwadalNni N koseéhd&ejnin e mi
mRNAizawarbb8gkd, co p®RSweardhaaawawyo8kzNca 0
mni ej szawskazije 0J® O0tlg kor el aatystyczjieest si |l ni e i s

92



R=03, p=0.008
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Rysunek 65.Analizak or el acj i

genuUGT1Al

Wy kr es (rysunek
[ b ida ®énaUGT1Al Wykazanon a
zawarmNbb&gka, co
ni O avskéz0j, Ue ta kor

2000

pomi ndzy

65)
dodatn

el acj a

e k

i N

pRSwiear cnmaam awamwlymbis zNc a

j est

spresj N mRNA,

przedswhawo@dRNAKNor el a

ksot riehear®RNAT  mi 0 d :
0, 3.

statystyczni e
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R =037, p<0.001 .

0.4+

RNA

0 200 400 600
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Rysunek 66.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuUGT1A3

Wy kres (rysunek 66) pr z ezdaswt aar w iimdENA kN r e |
i b i daggera UGT1A3 Wykazanod o d at ni N Kk o rsetlfalcejmRNA mi i d z y
zawarbb&gkad, co p &®Spearrmana zway nwoasrztNoc&l 0, 37. War t
ni U @vskéz0jd , Ue ta korelacja jest statystycznie

94



R=04, p <0001

=L
=
o

2_

I:I_

0 1000 2000 3000 4000
Biatko

Rysunek 67.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuUGT2B7

Wy kres (rysunek 67) pr z ezewsatr & wiBRNANK o r e |

i b idla geku&)GT2B7 Wykazanad o d at ni N k og tefh @ enfRifleAmmii

nNdzwggka
tym genie, co PSpewremadwzaa wwarosozSNca 0, 4. Wart

wskazue Ue ta korelacja jest statystycznie st
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Rysunek 68.Analizak or el acj i pomi ndzy ekspresj N mRNA,
genuUGT2B15

Wy kres (rysunek 68) pr z edasmaa WimBNA,kNb r e | &
i bi a dl& genuUGT2B15 Wykazanod od at ni N Kk o rsetl fazcdmRNAmi fndzy
i zawar t miSad Wa , cCo pot wi erdza wartoSIi ws p -
RSpear mana, wynoszNcej 0 wsdzue Wdeto &l kopr elrawjhna

statystycznie.

53Analiza zwi Nzku pomifndzy wybyraaneykmsiprveasrjiN

gen- w zwi Nzanych z me t iana onai pomieme | ek -

MmMRNA i biagka

Narysunkach69 1 pr zedst awi ono wyni ki analizy, w
wy brany mi wari ant ami genetycznymi, a ekspres
(CYP3A5, CYP2C19, CYP2D6 na pozi omi ew mRNApiie bp adgjkeant - \
(n=58) Geny te wybrano do analizy, poni ewalU cha
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wW popul acji pol skiej wariant - - w, kt -re mogN v
skgadanisplicimgReédedt , ( z mi eni aj Nc yfrarheshiffa ntkzily otdec& yd wil
del ecj i i duplikacij. genu. PoniewaU w nini

enzym- w, w analizie genetyc msspseolecngch mwz gl nc
w genieCYP2C9 W przeprowadzoneg nal i zi e zidentyfi kowano i ¢

mMRNA i biagka mindzy pr-bami o r-Unym genoty

=
=

037

wzgledna ekspresja mRNA genu
zawartosé biatka [fmolimg tkanki]
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=
+
e

Rysunek 69. R- Uni ce w ek s pA) emgziz a weRrNtAd Si@iR)a (
w zal eUnoScigeondt genont g puwédr unk pdiagenaCYR2R6t y wn o S
EM-extensive metabolizer, Hvitermediate metabolizer, Pigoor metabolizer, UMiltrarapid

metabolizer

Na wykresie (rysunek69) przedstawionoe k s p rgens ¢YP2D6 mi er mn@ n N
poziomie mMRNAorab i awkaal eUnoSci od genotypu (EM, | N
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N a potrzeby nNi ni ej szej analizy pacjent -
od genotypu: EMn=26, extensive metabolizZer pacjenci z dwoma allelan€@YP2D6typu
dzikiego (*1/*1); IM ((n=18, intermediate ratabolize} - pacjenci z jednym allelelem typu
dzi ki ego i jednym koduj Ncym enzym=3npoeaktywn
metabolizerys - pacjenci z dwoma nieaktywnymi kopiami genu (*3/*4, *4/*4, *4/*5); UM
(n=7, ultrarapid metabolisers- pacjenciz  wi ncej ni U dwoma kopiam
CYP2D6 (*1/*1x2). W przypadku ekspresji mRNA (po lewej stronie wykresu) wykazano
istotnemni ej sz N e kdslpar egg mo tggepn-uww | Mo ri- wropy EMu  d o
Ekspresja w grupie UM bygJa zn@enaypycEdiun Us z a
charakteryzowagy sin najwyUszN ekspresj N mRN
aPM-najni UszN. W analizie RNA wykazanamii stotn
(IM vs EM pe=0,02, PM vs EM p=0,00BM vs UM p=0,003War t oS p dl a por -\
vs EM wyno.silgsat opt=nOe, Ob7y gy r - wni eU zal eUne od ¢
(IM vs EM p=0,019, PM vs EM p=0,026, IM vs UM p=0,05, PM vs UM p=0,@2)ava r t o S
biagka zwinkszaga sifn w grupach wraz ze zwi
CYP2D6(PM<IM<EM<UM).
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Rysunek 70.R- Uni ce w e kA)praz ajwia rbnRdaSi@ki gw (z al e Uno S
od genotypu dla gen@dYP2C19

Na wykresie (rysunek 70przedstawionoe k s p rgens GQYRP2C19 mi er m@ n N
poziomie mMRNA oraz biagka w z-&lMébB3a)0*8*d4, od g:¢
*17/*17-EM (n=13) *1/*2, *2/*2- PM (n=4)). Allel *1 koduje enzym 0 niezmienionej
aktywnoSci, al lzelb u*r2z eznwieNz assplirinpdiefagt aata adbaN A (
*17 stwierdzono podwyUszld& N aktywnoSIi transk

W przypadku ekspresji MROAI Wy kK gz glé¢/rot g p atn
i *17/*17. Genotypy *1/*1a&j wy Us2z/N 1erk scphraersaj kN ¢
nie najwyUszN zawartoSci N biagka. W anali zi

pomi hdzy g'&Mbadray HLa* M (p=0,027)Dla genuCYP2C19nie stwierdzono
genetycznie uwarunkowanyw hwNrt-rlrbii ce.w Nzad vedryt @S
badanej grupie tyl ko jeden pacj iegenetyczriiear akt ¢
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uwarunkowanym brakiem aktywnoSci enzymu i dl

progu detekcji, nat ani assttatwmsiteyneazlhiNi vgiegho ttyg ua
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Rysunek 71. R- Uni ce w e k s pA) e@gz iz a weRrNtAd SaiR)a (
w zal eUnoSci odYRBASnot ypu dla genu

Na wykresie (rysunek 71) przedstawiono p
bi agka daygPe3nfo5t yp- m=7)(*z1/j*8dnN funkcjC¥RBAS nN ko
tzw. expressersi *3/*3 (n=47,brak funkcjonalnej kopii genu, tzwmon-expresserns. Wyniki
analizy jednoznacznie wskazuj N, Ue ekspresj
CYP450za¢ Npr zede wszystkim od WazymorSiik -pw ugemsetaynca:
statystycznej przeprowadzonejo mi ndzy genotypami dl a ekspres

adlaz awarbtioaSjckia wyno®si ga 1, 297*10

Uzyskane wyniki badaGluldejstagiSoiputvl iak aw

Dr o F,dpanfeGa p c-Rarka Es kCehri st oph Wenzel, Gukasz !
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Pieniek, Mariola Post, Arkadiusz Parus, Marta Syczewska, Mateusz Kurzawski, Stefan Oswald.
Protein Abundance of Drug Metabolizing EnzymebBluman Hepatitis C Liverdnt. J. Mol.
Sci. 24, 4543. 2023. W pracy tej nie przedstawisaystkichwy ni k- w bad a&@&fE genet

zawartych w niniejszejozprawie

6. DYSKUSJA

Dzi nki rozwoj owi medycynwelechonauk pake&wgy
niegdyS stanowi Ncych w znakomitej winkszoSci
obecniezost ago wyeliminowanych l ub i1 ch wystnpo
Rozw-jp 0 s z ¢ ycedgiedzimnauku mo Ulzi wie@ nej strony zidentyf
i dok gadmne - yb § ceagmi e o(zjpa k ersdwigeedy da Hdaibwyc z Nc a
i funkcji wi rduosp-rw)wavwddzri @jbednpiognii eejd ni &omtrzeldoi a § a E
zagroUenia (leczenie farmakologiczne, dziaga

Jednym z gro¥fniejszych niebezpiecze@EGtw :
nadal zmaga sifn Swiat nauki, jest zakaUenie
Ue w topalwoje zapalenia wNtroby dochodzi do z
cozkoleima wpgyw na farmakokinetyksik wi eteaenia 8k - w,
i bezpiecze@®E&two zast os oXZeavzgjlu nadlevesteptycane f ar ma
i techniczne zwi Nz ane z prowadzen.iigamacjp and at€fat k| i n i
bi otransformacj.i |l ek-w w stanach patol ogicz
opubl i k owa naszegposeergaaia. N

Wirus zapal enia wNtsrto bnya gtyyrpuwi G uk d @V )RNJA,
tropizm do kom-rek hepatocytarnych. Po zakaO
wywoguj e odpowi ed¥ i mmunol ogicznN, kt-ra o:

do rozwoju marskoSci rkowego[i46]. r aka wWNtr obowokom

W ostatniej dekadzie, nastNpid znaczny po
szczeg:-lnie w konsekwencji opracowani a i r
przeci wwirusowych (DAA). Te inpowaawi ney hi k|
farmakoterapii pacjent-w z HGW. d&Wa jzead izealbys &
od genotypu wirusa HCV, a dulUa szybkoSi re
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pojawianiem sifn kolejnych mutroajh form terapi a c z Nc

[ 146] . Wi adomo, Ue bezpoSrednio dziagaj Nce
w leczeniu zakaUenia wirusem zapalenia wNtr.
zl okalizowane gg-wnie w wNtrobUsyé¢hijiezoemnzry

ukgadu cytochromu P450, w tym CYP1lA2, CYP2B
CYP3A5. Do lek-w bndNcych substratami tych e
welpataswir, dasabuwir, simeprewir, glecaprewir, grazoprewir, woksilapremyr elbaswir

[150].

Opr-cz tego, Ue wymieni csubstratpld vay We/jc hl ekiz ym
niekt -re wygykaAAWNni eU aktywnoSi hamuj Nc N  we
cCo sprawia, Ue wzajemne oddziagywanijest mi ndz
bardzi ej z § o @lekapeewir pibeentaswirzagukapravediaklataswir dasabuwir,
elbaswir, grazoprewir, paritaprewir, simeprewiwelpataswirz o st agy zi dentyf i k
i nhibitory enzymatyczgekaprewionpidboe st avs wird z lo & 10
UGT1Al [154, 155].

|l dentyfikacja enzym-w biorNcych udziag
dla zrozumieni a i nterNakwyst NpdKkowyad¢ z akst - Ir ec
aktywnoSi hamujNca niekt-rych DAA wobec tyc
i mplikacje kliniczne i powi nna byl brana p
zakaUeni 2154iCV [ 15

Wedgug dost npny c htywinusowyohr mpraduktach leszniczgich
(dl a ni ekt -rych DAA) i stniejN ograniczone
i skutecznoSci u pacjent-w z umiarkowanym | 1
spowodowanym zakaUeni e mtywmiC(skakm B lub Cvaskati Chéen i a w N
Pugla) . Powodem tego sN przede wszystkim obaw
zwi Nzane z prowadzeniem bada® wSr-d pacjent
choroby [20].

Organy regulacyjne, takie jak Europejska Agej a Lek-w (EMA) or az

Agencij a ds. t ywnoSci i Lek: - w ( FDA) , zal
farmakokinetycznych u pacjent-w z upoSledzon
sNdzil, Ue zaburzenia czynno&cf amwmnNak olbiyn etoy!
Sz cze gn bdniesieniu dotempaich met abol i z mu. [ 20, 217 . [
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bezpiecze@&stwo i skutecznoSi DAA u pacjent -
ci iUkimi zaburzeniami czynnoSciganwiNdgulaayjbey ni e
zalecaj N przeprowadzenie bada® farmakokinety
wpgyw zaburze® czynnoSci wNtroby na metabol i
peg
Takie podejScie zapewni moUliwoSi optymali z
y
e

[(®@]

niejsze informacje na tiedgvadualnegd dawkowaeiam i a z a
czynnoSci N wNtroby, przy jednoczesne|j mi n
poUNdanych [20, 21] z awamteo Sichi o Sicnizeywre wd ot
met abol i zuj Ncyc hp alce keknatk- anivo nyNet dr golith @icyiclwe dla

podejmowania decyzji klinicznyclDodatkowo, adani a f ar makogenetyczn

ni

w przewidywaniu potencjalnych zagr otUek®l z wi

podawanych | ek-w, biodosthipnoSci N |lek-w w ja
|l ekami . Badania te mogN by lekskigrpwaeychpmzesiwkoi e t vy
HCV, ale takUe Kktnnrye h pdejke we i z HCV- bprzy]j

t owar z y[$58.Ncy ch

Analiza przeprowadzona w niniejszej prasyy k a,z aa pogar szaj Nca
wNt roby wi NUOe sifn ze znacznym zmniejszenie
obni Ueniem CYP3A4 i UGT2BZa waorCtvBiB2sCYRC8od kIl &
i CYP2C9b y fredukowaaw wWNt robach z wyni ki-@ughaOVymiki k| asy
te sugeruj N, Ue na stinUenie biagka enzym-\
wystfiApowanie patologii wNtroby, jp& - -whaal
znaczenie wuwzgl ndn akRugha v potlejmavearyid degyzi Kljniczny¢chh i | d
u pacjent - whz WzZW C [ 15

Niniejsza analizast an o wi k oin t ydnoupaeciyuriz e $iné e j s,zy c h
prowadzonych w Zakgadzi e iramenPaM wiSmzetinie, Do Swi
dotyczNcych wNtrobowych tracspgpalUeaili%b] HEN - W}
Zrozumieni e statusu pr ot enofdie c z nbijgtoowe w w
w przewidywaniu wpgywu patologii wNtroby na
odpowiedzi terapeutyczrrynh ewatdzi d&EwWYykagald!
pracy,z awa mRNAI i bi agk 8 c hskkelewanewspzzypadkuhsitcji HCV,
wiarygodne informacje o | osica § k a z lbapmEeyv precyzyjieprzewidywane
aktywnoSci enniylhadgmcenejekspresji mMRNA. Pot wi

z kt-rych wynika, Ue istnieje rnoeztbaibeolniozSulj Nwi
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l eki, a zawartoSci N biagka w r-Unych patolo
wywoganym przez Wirusy, al kohol owe|j chorobi
wNtroby, pierwotnym U-gciowym zapwhedniuajdNe

zapaleniu dr -5y U-gciowych [15

Obecnie istnieje ograniczona liczba opublikowanych informacji na temat danych
proteomicznych enzym-w metabolizuj Ncych | ek
obserwowanavc yt owa n e pracp[@%),y-Uknje patol ogi e wNtroby r
na zawartoSi enzym-w | PirbkiwlNt T aby wmeH@Mae] ienmnt
badane wczeSniej w Zakgadzie Farmakol ogi i D c
21 pr-bek, uUytychziwe) wsypkoanznaigayn,ej Ueanah or ob e
znacznym spadkiem stiUenia biagek CYP2E1, C
CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, UGT1A1,
UGT1A3 i UGT2B15 pozostagy ni &z miee npiootnwei.e r
ustalenia obecnego badania, ale analiza wink
znaczNce zmniejszenie stnlUenia biagek w CYPI1
wyra¥fne zwifkszenie zawartoSdii zWGTpIrAl.e oWy rcizk
MS/ MS) przeprowadzomwNppridzas5Prawadkt - -rej] St w
poziom CYP2D6, ale zanotowanmoi Us ze w por - wonawhut d®ciko@YP1]
CYP2E1, UGT2B7 i UGT2B15w 3P r - bk ac hp omNrt &a mypoyh @dHCV acj ent
Ob s er wo wa nvewynikack miriefszej pracy i badania Prasadaiwsp.g N wy ni k al
z r-Unic metodologicznych lub analizy tkanek
stopniu zaawansowani a choroby wNt robggawvy wo
zdefiniowana w badaniu Prasada i wsp. [145]. Ponadto informacje przedstawione w obecnym
badaniu sN komplementarne z wustaleni ami dot
u pacjent -w zakaUonych HCV, ponie#bh$8latuso ana
proteomiczny enzym- w meNtazbaobliieznug Narowstjak i ie & i
ini ewydol noSci t ego nar z Npdencjakgosvtp @ty pamlagi d any c |
wNt roby na farmakokinetykn l ek - w, omap owi ed

ni epoUNdane.

Ni niej sze badanie dodaj e npawarldnzieimaci| e
met abolizuj Ncych Il eki w wNtrobach zakaUonyc
sN zal eUne od stadium czynnoSci oi€kildadugmar z Nd u

Wyniki niniejszegobadaniap o k a,z aeg w mi arfi postipu dysfunk
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stopnioweju j e mn e j regul acj i enzym-w systemu metab
al . [ 14 6] raportewarow y v iyNimac czu | raetalpofiznu mediowanegoprzez
cytochromP45@&v r - Unych chorvmbaol wNstadteni u bi adek
I e ki bygy =znaczne, w winkszoSci przypadk: - w
zawar t on® dJie, istdatre znaczenie kliniczne. Jest to zgodne z wynikami obecnego
badani gedynikw przygadku UGTIAWy kazago znaczNce zwiifks
w wNtrobach k&Rughy natdmiast gstotdniniejsio n Na walr t10iSc zny ¢ h

pozostagy cChy P2rnCzly9m- \C.YP2E1, CYP3 A4, UGT1A3 i U
B oraz CYP1A2 i UGT2B7 w wRiak dlieach
w badaniu Frye et al. niglokonano ocenys t i Uemz yam- w met abol i zuj |

W poszczeg-lnych kIl asddh 1Bi ewy)dowend@Bghg. swkNa Iri
W badaniu tym aktywnoSi wW's by stwcN © hniejgan zw mpwr - wnani

z ko napraelj Mpadzielowona dwie(a nie trzy)grupy. z gagodnN orazewydol
Sredmiacvanspavawadn ggNwamNe (A oraz B+C). GNc z |
(niniejszej i cytowanejjmo Una uzyskal szerszyobbrai Nsyahul

co nodde-c w wyjaSnieniu obserwowanych zmian
zakaUonylUzyskahk@Makin i ni ej szej pracy il oSciowe da
z informacjami na tematmieniorej a kt ywno Sci ejeirpacg mat wczn chorob
wNtroby, np. ni Uszme t(aob 04 0 %)hioriioksaaoma résmtSicatu N
CYP2E1l) u pacjent-w z umiarkowanie cinUkN ¢
(o 69%) akt ywn owdheikdfeingn@ubsirat €YPiLA2ywnafompensowanej

chor obi e brmkiemendanfarmakokinetykikofeiny w skompensowanej choropie

Z tej perspektywywy ni ki obecnego badania sN zgodne z
wartoSci wsrpetaliplicznychilasi lkb-swt r at - w bavddrcygh i e n TyWm
CYP2C19i CYP2EL1) [146].

Wy ni ki niniejszego badania dotyczNce akt
Z Obserwacj ami KIinicznymi dotyczNcymi far ma
CYP3A4. W s zPeeme g -kidsa enfeany na tematarmakokinetyki midozolamu
u pacjent-w z przewl eklJN Ueh opraochjNe nweNt rzo bpyr zset
wNt roby (o nieokreSlonej etiologii®38Wieli i
i ni Uszy Kkl i@ély opaimk omwi by akekazmi an w wi Nze
i dystrybucji [ 155] . Wyni ki te pokrywaj N sii
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Niniejsza analiza wykazaga r-wnieU znac
w wNtrobach kaPagayco e pveg Qlgiolddhe z wyni kami b a
[145].Tamtomdani e wykazagdo, Ue poziom UGT1A1l byg
w wNtrobach zakaUonych HCV. Wynikibser waej §z
dot yaoaNaM w ekspr ersiprkez Qoagu-iwsp. ¢ i, s &krnty rzy st wi
wyUszy poziom UGT1A1 we wczesnyicht cttmidé ammi e
e k s p iwebarglzigj zaawansowanych stadiach choroby. Co ciekawe, w niniejszej pracy
wykazano, Ue poziWb@ylrlkswrwNtriomRNAbyJy podoc
klasach ChildeP u g h a . Kl'iniczne badania farmakokinet
zwykle nie wpgywaj N 9 aojestpopate bsgl wiaecj ami daoij iy
stabilnychs t nidied® e k IUGTGATABAL w wEPuglakasy®hC HCN.Dd d
wi nkszoSci bada® donoszNcych o zacjdnakani u
pacjent-w tylko z JgagodnN |l ub umiarkowanN ct
Ue niekt- -re aszjliakmogN utkwir omji@mni e regul owane
stadiach niewydolnoSci wNtroby. Niniejsze |
i UGT2B15 wawNtertdt®Ac hszczeg:-|l ni e w wdgha obach
W por -wnani.mewlyonikkadntmoog N t umaczyl zmni ej szo
|l ek-w u pacjent-w z dysfunkcj N wNtroby, w ty
UGT2B7), zidowudyny (UGT2B7), kwasu mykofenolowego (UGT1A9, UGT2B7)
i oksazepamu (UGT2B15)badanidialvieddzy wykoystan@edy | C
wymi enionych lek-w wpeéywunot hdawpaarytNonSd c einyak t
poszczeg-lnych izoform UGT,udgzomige wai U | az fisztoo
w metabolizmie tego samge substratj160-164].

Ponadto w hni ej szym badaniwyniskiwi eodz ama, ste U
enzym-w metabolizuj Ncykhwivy ekink wz @8aipi 2g kdme 1
wczeSnickgmizygysihe & Warto jBymiak wlspedinomrych Up
kontrolnejfmo Ue ww eme spos-b wpgpwai ewaUOwwnpkizypadku
met abolizuj Ncych | eki ekspresja moUe bardzo
o tej samej pgci, wieMuUniaakbe hpdzepe sz e@adaia
analizowanejpr - by § & t k a nlubafrakejaNmikrosdmglinawykorzystywarmej do
analizy proteomicznej[8 , jak r - wnieU proces przémhowywa
t akrOeOni ce w me[il63,d@c.e mo@Ni pgwodowal niesp-j
b a d aMEniniejszym badaniu wynikiuzyskane dlagrupy kontrolneji p r - thanki
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pochodzNcygdcijzemwtNtw -d pr zer,zuktujrNe ybry §ya kwalm
patologicznychw odni esi eniu do winkszoSci enzym-w (
by gy zzowyrndkang proteomicznymuzyskanymi prze/asilogianni i wsp. kt -rzy

dokonal i wefakoindkrosomalnej [19).

W celu eliminacj.i wpgywu <czynnika etni c:
wy g Nopzrn vb&yt odb pacp emh o dvz popwaciipo | ski ej, nie dek
przodk:- - w o] i nnym p o ®b e t Adane kiteratuewe nw sckzanzyun N
Ue pochodzenie etniczne moUe miel wpgww na |
nar-Unice w aktywnoSci enmomi-ind Ziyey mibopopulj Alc
[169) . Niekt-re z r-Unic mindzyetnicznych moU
kt -re wpdaywarptNa$ika | ub aktywnoSiczazmzalendit yczn
zwi Nzanych z wydaGCYPBA5 (EYP3AB3, C¥R3ME | (C¥RBAS]

u Afroamerykan-w w por:-wnaniu z rdeesinyrbia mi p
Amerykanami i Azjatami, co wp gy waodmda ehaNmakoki net yki t a

W poszczeg:-|l nychl7@rupach pacjent - - w

Obserwowane zmiany w ekspregjie n - w iSceiawgamt w met abol i zuj
mo Una prt akdhi@naniwydzielaniacyt okin wywoanym zakaU
zapal enia wNtroby typu C. ZakaUenie HCV | esHt
z podwy (bstziiolheynmi em nw ew Nt roylwihe cyt oki-(L-6)w t ym
i czynni ka mar {TWF) [AAL]. Braodwaontiveo rweywk azagy, Ue kom
wNtrobn pacjent-w z przewlekdym zapjammani em
(IFN-0) 2] 17 a apoptotyczne hepat afaylt-yU)udpval hi aj
Dodatkowg makrofagi po ekspozycjina HCV wy d zi el aj N-1 betat(Bt B )e u ki n
[ i nt el8(Ilel8)izhi Cytokiny te mogN odgrywal rol
ukgadu mi krosomal nego wNtroby, Co moggoby t

W niniejszymbadaniu.

DoSwi admoviremricawadzone z wykorzystaniem hod
wykazagdgy, Ue -6 kskwtzkywcjjea ombtanillleni em ekspresj i
enzymy cytochromu P450 (npYP3A4 CYP2B , przy jednoczesnej pod
CYP1A2[175]. Niewy kazano |jedfhak wpfiwpwillel hbie zaobsery
pomi nd@ylL-18 na ekspreéeksjnKgmnr ki [H&§paBG tr al
wykazywagy mniejszN ekspQYPKR iCYPRRSLYRSAMuUCO MR N A

107



obserwowano r-whi éhld dwwbpaeh w b Higa taabseypvowano [ 1 7
natomiast supresji MRNACYP1A2, CYP2B6 CYP3A4po ekspozycji na 118 i IL-1 b
[176,177].

Dodat kowo, w doapisangn®¢ TNEehamuijylakwk spr es

i nii k onysicin hkeopweetywoHepalcic7 [18]. Ponadto IFNo i ndukowad uj

regul acj) NCYRLA29 [CiYR384 w ludzkich hepatocytach [B]. Wy d aj g sin

Uehamowanie aktyywn&Sewi transkrypcyjnych, t ak
hepatocyt- -w (HN&skpppy Bc@BemB)i,k j ak uwur eoné gtlork-iw
i Ndr owych, va préggamu Xr (BXRe gonsbytutywnegoreceptoa androstanu

(CAR),mo lbey I odpowiiendhziibdilcpeies q i CYP przd® bod*¥c
180) . St wi er dzornzoe, uldez i RXR wbiien-®u kodwa ndyem i pr zeekzs

CYP3A4w kom-r kacBl] HepG2 akUe s ydguureaCYRBA4, dizg | L
moUl i wym udziale HNF4 [45]. gWFeaBupddgo yiweas ire
w zmniejszaniu ekspresjCYP1A1/1A2w hepatocytach. Dodatkowo, enzymy fazy I

w hepat ocytra-cvnregadyade pozgziPXR i RCA [38184.

Wyniki niniejszegobadani a mo g N byl wykorzystane
farmakokinetycznych dla DAA, p o nmakokiretyki d o st fi
DAA u pacjent-w z HCV 2z zaawansowankdsychor ot
C w skali ChildPugh, sN ograniczonawa r\@oBt®Ri e( ao btnai k(
CYP3A4 i UGT1A1) mogN odpowiadal zaktmiegoon
AUC,jakpodwj \woj ej pracy Kgsaibsai261% etpacjent r
wNt roby klasy AaPugth ® woskwawhaniChi t dok@gdntr ol N
krotnoSci u 6]sZkileiraz &kwabtNa$Fk pd €¥iP@ Bma wpgy wu
ni ewydol noScp o dwtpghliani bvsp., aksdpatswir jest metabolizowany przez
ten szl ak enzy mamrgakca kayalizgwprgyda przezYRACB ieQYP3A4),

a na jego farmakokinetykmnmiSei mavyjNN rwhyy ww 0z :
wyni ki bada @& pozepoowwaslzonychwe znynohej szym badani u.

por -wnywal ne u pacjpPeungth- wk |baeszy HBCVIi Chi ddaz u

czynnoSci NowNtroby [ 18

Jak poddjKharti i wsp.[187], zawa t dSflagka CYP2C8 w pr - bach
zakaUonych HCV ni e ulvwpgipadkuZYR2BS.[Enzem tenpdggwab n i e
rolfn w metabolizmie dasabuwwealpataswirl . j Whr twesPoi
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AUC dasabuwiru bygy rpowy-cwny weglancg entosnvalz zd a:
Pugha Jednak u pacj en &Pughzaobskrivaavandl 168 zmngjszéhiei | d

wartoSci AUC | eku, czemu towacZ%dlzy o J -zwme g C
metabol itu. Nat omi ast pacjenci kl asy C wykaz
dasabuwirug3 25 %) , jak I g@7/Mnedgomei abal char akter
|l eczniczego, dasabuwiru nie nal eUyaRugedawal

Obserwowanev niniejszej pracyo b n i @emwiaehiosSckka CYP2C8 w wNtr o
cznSci owoo piyg yavBarn ezinay w farfhakoksgtyce leku.

I nformacj e farmakokinetyczne dotyczNce S
CYP3A4 i CYpP2C8, u pacjent-w z zaburzeni ami
Podczas gdy w niekt-rych badani acWhpacgentamizaobs
klasy A i B ChildaPugha [188] , W innych odnot owano znacz
u pacjent -w8klLadhsBriwowand zmiany w far mako
uj emnej regulacji CYP3A4, <chol nie moUna w
na przytoczoneobserwacieni e zal eca si A stosowania symept
wskaliChidPugh, a u pacjent -wughkhaseUB waskawial
[190].

Podobne zmiany w farmakokinetyce obserwowano w badaniach kliniczniétm n y ¢ h
prepar at elbaswiru/grazoprewiru, dgkaprewiru/pibrentaswiru oraz
sofosbuwirwvelpataswiruboksilaprewiru,z  kt - rych wszystkie sN sub
Obecniene zal eca si hebku opawjasmnta:- w yw hk bRugla, e B i
ponevaU nie sN dostnpm8 . odpowicednziwvi Ndameg chl z
wstnUemiimaGehk enzym-w CYP, badanych w niniej
pacjent-w z HCV moUe wpgywal r-wnieU potencj
takie leki, jak gle&kaprewir, pibrentaswir, asunaprewir, daklataswir, dasabuwir, elbaswir,
grazoprewir, paritaprewir, simeprewirwe | pat as wi r , kt -re hamuj N
i UGT1A1l. Ni ekt -re z tych lek-w sN dostfpne
elbasvir/grazoprewir lub glkaprewir/pibrentaswir. Dlatego przy konstruowaniu modeli PBPK
(ang.physiologically based pharmacokingtiva Une | est u wz gzl aivwdanriteonS cei
bi agek CYP, ale takpPpesporze®mAjajoechinhibicyjne

Podsumowuj Nc, na podstawie dostiApnych inf
produkt-w metbmai,or@ahfhrakuje wystarczaj Ncych
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bezpi ecze @zmwaScaic jseeruttuemwi ar kowanym | ub ci AUk

czynnoSci wNtroby, wynikajNcym z zakaUenia w
C wg Chilcdax-Pugha) [ 149] . Wynika to w duUe|j mi erze z
z wyzwa@E® amenypdibl ngii Nzanych z prowadzeniem ba
Z zaawansowanymi stadi ami choroby wNtroby.

Prezentowane W niniejszej pracy wyni ki b
uwzgl ndni ani a funkcj i wNtroby p rpacentonp r z e p i
z niewydolnoSci N wNtroby w przebiegu infekec
r-Unice w stfnUeniach poszczeg-Ilnych biagek
metabolizmu |l ek-w) u pacjent-w z r - liegnani st a
opracowanie zindywiduali zowanych plan-w | ec:
czynnoSi wNtroby i wszel kie 5dh.orRdzwonsipg ojbiys
optymalizacjn schemat -w | eczeni a, & niwk -kwo n s €
farmakoterapii.

Badania farmakogenetyczne i far makogenomi

pomi ndzy genetyczihgsmem wlaek awt avmiorag ani z mi e,
i bezpiecze @t wheinelfea rbmaadkao® ewsakpa ziuj e ks pr ewj Nz
gen-w koduj Ncych enzymy metabolizuj Nce | eki
[199, przy czym winkszoSli dosthipnych danych na
dotyczNcych pacjent - w zW piniepszej plagywraggiowddzonok ¢ j N
analizfi zwi Nzku wy b rCYPpe EYPRCAI ii CYR3S we kgsepnr-ews j |

gen-w i zawartoSci N biagka w wNtrobie pacjen

Wyniki analizy dla gentCYP2C19ni e wykazagy co mychedda i st
genotypu r-Unic w stnUeniu biagka tego enzym

genotypem *2/*2, zawartoSi biagka byga po
wi fkszoSci pozostadgych pr-b whtsbhyysCygcpnaw
moUl i wa, jednak obserwacja ta wskazuj e, Oe
przyczynN zmiennoSci wW zakresie metabol i zmu
z ni ewydol n&¥ecliljeshoigowiedtiayny za metdbad m wi el u | ek - w,
klopidogrelu i omeprazoliil93 Co wi ncej , czynni ki genetyczne
znaczenie w przypadku niewydolnoSci wNtroby.

do aktywnego metabolitu w dwuetapowej reakcji, przy cpyenwszy etap jest katalizowany
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przez CYP2C19, 1A2 i 2B6, a drugi przez CYP2C19, 3A4, 2B6 i.2G8netycznie

uwarunkowany niedob-r CYP2C19 upoSledza akty
z genotypem *2/*2, ale w prREywdldkwbypadjoamt
zmni ejszona | est zawartoSi (i w konsekwenc

dodat kowo zwi iksza r yamyadtegacyinegd2s,Budtllec zno Sc i | e

Wyniki analizy dla genuCYP2D6wy kaz agy i stotne r-Unice
izawarbtioaSjckiap ¢ jidatyami o EM,UIM PN UNeQYe®2DG jpst e  (
odpowiedzialny za metabol i zm ,deksrometorfamoky- w, w
metoprololu [194. Pacj enc i z r-Unymi genotypami mo g N
l ek-w, poniewaU ich zdolnoSi do metabolizow
w zal eUnoSci od allakiwyghaiaforwmynigeinaj §460j .
do nielicznych i zoenzym-w CYP450,r odbloaw ekjt -bryegg:
niezmieniona nawet w wNtr ob a-®ughapPodopnejpktow w
opi sano w przypadku CYP2C19, t utyalj sz ovmd e Ul 1
i stotne w przypadku pacjent - w z lyazreewy d o | n
uwarunkowanym niedoborem CYP2DG6 bndzi e sin
stnUeni emci Wi alktszwrSeceS enzym-w (z powodu nie
dodat kowo brakiem jednego z niewielu enzym:
zachowanaw pr zebi egu <choroby. MoUe to w konsek\
zmi enionN farmakokinetykn wielu -ddrkenvgl iwt ytky-n

|l ek-w opioidowych czy przeciwkaszl owych.

Wyniki analizy dla gen€YP3A5wy k azagdy r - wbniede i wt ok s1@er e s j
i biagka mindzy g e npotigrgza zasadnicze znaczep@imorfidnu * 3 | CC
genetycznegev przypadkutego genu. CYP3AD i er z e methtolizaegvi w | u | ek - w
w tym cyklosporyny i takrolimusu j ego s wotioswao SW cwiesjt rmi er z e

z CYP3A4. W wielu popul acj ach (w tym w poc
charakteryzuj e sin brakiem aktywnoSci enzy
niefunkcjonal nych al l el i * 3. W opdrnd yemandak un i G

w przypadku pozostagycih oemzkytny-wwn olSH § aechuz y P 4( &
jest w pewnym uj fPcaicy ecnecd h N sgzecnzoetgy-plennN .* 1/ * 3 ¢
dawki bliedkN-cw ch subswrpoamwn&yYiP3 ABbotypean¢3I*& nt ami

poni ewaU ich zdol ntyclfie kd-ow njeetsatb oAaiiariolcABaAbnaa [ 6 &

(*3) jest zwisKganya niangsshtieybefed, oo prowadzi do szybsze;
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degradacij i RNA i b rZaskosowamak gtogaiwhSe gwy kbriyamak ab i a ¢
poni ewaU badany peptyd peostpowbdkaNcymwary ek
i zmi ann dal szej sekwencj i bi agka. To oOznac:
przez MS, jestskwcicholhyaob déc nrabi@d kiumk c gnoiama moy m
genetycznejT a k Ue dwU ybtaad as@ada®puNagManwy kr ywada sekwenc]

p o ni sekwmebcjarozpoznawana przesondi | sjestazlokaleowangrzed SNPem
(6986A>G)powoduj Ncym dief ekt asipl dalRNA[ESE]. Wyrkk we ncj i
wskazuj N jednak, Ue w przypadku allela *3,
prawdopodobnie znacznie mniej stabilne ni 0 \

mniejszymi st Kd0okiraominivwe twk apmrczey p(aocdk u bi agka) .

Podsumowuj Nc, badania genetyczne sN dobt
ekspresji gen- w i zawartoSci biagka enzym-w
maj N wpdgyw na mierzone wartoSci i powi nny
proteomicznychc zy t eU dotyczNcych aktywnoSci enzyr

z prawidjgowN funkcj N wNtroby, jak i w przypa

Przeprowadzone winiejszejpracy badanid ot ycz Nce enzym-w met ab.
mo gb\y | u U w twereenin modeli farmakokinetycznydtpotencjalnie wykorzystane
w procesiewd r aUani azaklegsunap Ey ny spersonali zowanej,
prowadzil do poprpayj erntr-awegi ni ¢éwgdehnaSci N
HCV,codotycy zar -wno farmakoterapi. przeci wwirus
w tej grupCer®Placiamyemw moUe byl przydatna d
tkUe na choroby wNtroby oAbyjedmakyy me dJniHCar opzautr
mechanizmyl e UNc e u podstaw zmian w met @lsolbi z mi
zakaUonyanimymHG\Ww rr o b ami  wN tjestprbeprowadzenie dodatkawyah
bada®@ akUe gNczNcych badania mRNA, proteomi
enzymatycznej w tymasnym materiale Pozwol i oby wt @ rrzaybampepaSacd wa
skutecznych i bezpiecznych opcji terapeutycznych, dostosowanych do indywidualnych potrzeb

pacjent - w.
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7. WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonyaehoskhada & sf or mu ¢

1. SamRNANDi adlaee fkszoSci enzym-w metabolizu
z niewydolnoSci N wNtbryogblyniiomez exb i paru- whGW i u

pacjent - -vwontgolupegj , zaobserwowano jednak r -
badany mi enzymami . W szczeg-lnoSci
zawartoSi w tkance biagka CYP1A2, CYP2C:
mniejsza,
zawartoSi biagka UGT2B7, i UGT2B15 oraz
zmieniona,
zawartoSi biagka UGT1A1l by@gatpaowdwy Ud asr
ni ewydol noSci wN+ughaby wg skali Chil da
2 . Obserwowane zmiany stfnUenia biagek enzym
stopnia niewydolnoSci nar zNdRughakr eS|l anej na

3. StnlUenia bahmanwchk WBHC¥jekh kazyaajy korel acj

j e gen-w mierzonN na poziomie mRNA, j ednak

w zal eUnoSci od badanego enzymu.

4 . Czynni ki genetyczne mogN miel wpgyw na zz
CYP3A5 i CYP2C19, przy czym w przypadku pier
zal eUOne od genotypu bygdy istotne statystyczn
5Wyni ki niniejszej pracy wskazujN poSrednio,

funkcji wNtroby w przebiegu infekcij.i HCV, | a
zmi eni onej aktywnoSci enzym-w metabolizuj Nc
farmakokinetyki wielu | ek:-w. Wi e d zbardzieja mo U

skutecznych i bezpiecznych strategii terapeutycznych, dostosowanych do indywidualnych

potrzeb pacjent - w.
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8. STRESZCZENIE

Wst iprar makokinetyka l ek - w j e ®mminowama duUe
przez enzymy met abolizuj Nce l eki na kKt -
Akt ywnoSi tych enzym-w |jest kl uczowym c z
Celem bgdaE (1) ocena profilu ekspresji m
enzymy zwi Nzane z metabolizmem | ek-w, (2)
wybranych enzym-w CYP450 i UGT, (3) okreSI
badanych gen-M i azykvaar t©Sci analiza zwi Nzl
wari ant ami genetycznymi, a ekspresjN gen-:
pozi omi e MR N A i bi agka w bi optatach w

z ni ewydol noSci N t ego organu w ntrplrejz e bi eg

Materiagy W bnaedtaondyu: wykor zystano pr-by tk
pacjent-w z HCV w r-Unych stanach -Pughakcj ona
w tym klasy A (30 pr-bek), klasy B €21 pr .
stanowi gy bi optaty wNtroby pochodzNce
z przerzutami do wNtroby, pobrane z miejsc
cech patologicznych (n=20). W pr-M8MS)przeat
i MRNA (qRT-PCR) 9 enzym-w CYP450 (CYP1A2, CYP2
CYP2C19, CYP2D6, CYP2EL, CYP3A4, CYP3Ab) i czterech UGT (UGT1A1, UGT1AS3,
UGT2B7 i UGT2B15). Dodatkowo, w przypadku CYP2D6, CYP2C19 i CYP3AS5,
przeprowadzono badani a genetycznelze pod

rozpowszechnionych wariant-w funkcjonal nyc

Wyniki W badaniu stwierdzono, Ue stnUenia bi
CYP2C9 i CYP2D6 nie byg istotnie zmieniony
zakwalifikowanyty do klasy A wg ChildPugha st wierdzono i st o

zawartoSi biagka UGT1A1 (Srednio 163% wart

pacjent-w z -kuaqlsay BawahritlodSal niekt-rych bia

CYP2C19 (38% kontroli), €P2E1 (54%), CYP3A4 (33%), UGT1A3 (69%) i UGT2B7

(56 %) . W wNtrobac#ughasy wiCerwlgzo@hoi Inini ej sz

CYP1A2 (52% wartoSci w grupie kontrolnej).
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biagek takUe bygdga nitsbBai ove gmiue@i es iHTYn i §ye
statystycznej . SstnUenia badanych biagek u
z ekspresjN kodujNcych je gen-w mierzonN na
pegna i r-Uniga sifn, zymuz.al WyWmiolSici wekla bwjdN,
wirusem zapalenia wNtroby typu C moUe znac:
biagek enzym-w metabolizuj Ncych | eki w o wl

W znacznym stopniu od stanu zaawansowania choroby. CzZynn genet yczne mo

wpgyw na zawartoSi MR N A i bi agka en
i CYP2C19, przy czym w przypadku p
obser wowane r-Unice zal eUne od genot vy

PodsumowanieBa dani e wyk az a guos,e n ez azpaakl aethei nai ew Natirro b

prowadzi i do istotnych zmian w ekspresj.i (
metabolizmie |lek-w w wNtrobie, a zakres

zaawansowania choroby oraz genotypem pacjenta. Wyniki fizie3 | pracy m C
dostarczyl waUnych danych na t emat zn
W przebiegu HCV i mogN zostal w przyszgoSc
terapeutycznych, dost osowanych do i ndywi ¢
w farmakoterp i | HCV, jak i chor-b wsp-gJistniejNcy
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9. SUMMARY

Introduction: Drug pharmacokinetics is largely determined by emggabolising enzymes,
which can be affected by liver disease. The activity of these enzymes is a key factor in drug

metabolism.

The aim of this studywas to (1) assess the mRNA expression profile of selected genes
encoding enzymes associated with drug metabolism, (2) quantify the protein content of selected
CYP450 and UGT enzymes, (3) determine the correlation betm&MA expression of the

genes studied and protein content, (4) analyse the relationship between
selected genetic variants and the expression of genes associated with drug metabolism at the
mRNA and protein level in liver biopsy specimens taken  from

patierts with failure of this organ in the course of HCV amd a control group

Materials and methods:Liver tissue samples from HCV patients in different functional states,
according to the ChildPugh classification, including class A (30 samples), clasd B4@ples)

and class C (7 samples), were used in this study. Control samples were liver biopsy specimens
from patients with colon cancer with liver metastases, taken from a site at least 5 cm away from
the tumour, without pathological features (n=20). his tstudy, protein (LEMS/MS) and

MRNA (gRT-PCR) of nine CYP450 enzymes (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5) and four UGTs (UGT1A1l, UGT1A3,
UGT2B7 and UGT2B15) were analysed. In addition, for CYP2D6, CYP2C19 and CYP3AD5,
genetic screening for the most prevalent functional variants was performed using TagMan

assay

Results: The study found that protein levels of CYP1Al, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9 and
CYP2D6 were not significantly altered by the disease. Livers from patiastsfied as Child

Pugh class A showed significantly increased UGT1A1 protein (on average 163% of the value
for the control group). In livers from Chidugh class B patients, the content of some proteins
was significantly lower: CYP2C19 (38% of control)YP2E1 (54%), CYP3A4 (33%),
UGT1A3 (69%) and UGT2B7 (56%). Childugh class C livers had lower CYP1A2 protein
levels (52% of control values). The average content of most other proteins was also lower in

the HCV group, but the differences did not reaahttireshold of statistical significance. The
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concentrations of the proteins studied in HCV patients showed a correlation with the expression
of the genes encoding them measured at the mRNA level, but this correlation was not complete
and varied, dependira@n the enzyme tested. The results indicate that hepatitis C virus infection
can significantly affect gene expression and protein levels ofrdretgbolising enzymes in the

liver, and the observed differences are highly dependent on disease status.f@snetican

affect the mRNA and protein levels of CYP2D6, CYP3A5 and CYP2C19 enzymes, and for the

first two genes the observed genotgpendent differences were statistically significant.

Summary: This study showed that hepatitis C virus infection @adlto significant changes

in gene expression and protein levels involved in drug metabolism in the liver, and that the
extent of these changes is related to the severity of the disease and the patient's genotype. The
results of the present study may pa®vimportant data on altered drug metabolism in the course

of HCV and may be used in the future to optimise therapeutic strategies tailored to individual
patients, both in HCV pharmacotherapy and in comorbiditie
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13. Il D#: . ) +)
Spis zagNczni k- w:

1) Tabela8. R- Unice mindzy analizowanymi gr upami doty
stnUenia biagka (CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CE
CYP 3A4, CYP3AS oraz UGT1A1, UGT1AS3, ucT2B7,
pochodzNcych zodHCWVaxj ernadzrw Uni eniem stopni a Z3
wNtroby (iBkghaAChBIlid C) oraz w pr-bach kontroln

2) Tabela 9. Ekspresja mRNA najwaUniejszych gen-w kod
met abol i zn@iYRIALl] @YW1AR, CYP2B6, CYRROCYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,

CYP2E1, CYP 3A4, CYP3ABaz UGT1Al, UGT1A3, UGT2B7, UGT2B15 w pr - bach wNt
pochodzNcych od pacjent-w z HCV z rozr-Unieni
wNtroby (iBkgehaAChBIid C) oraz w pr-bach kontroln

3) Tabela10.St nUeni e biagka (fmol/mg) najwaUniejszych
lek-w (CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, cCyp2cC8, CYP2C9,
3A4, CYP3A5 oraz UGT1A1, UGT1AS3, ucTtT2B7, UGT 2B
odppcjent-w z HCV z rozr-Unieniem stopni ai Zaawa
Pugh A, B i C) oraz w pr-bach kontrolnych

4) ArtyMagek DroFdzi k-Rodha@&@nka, G@prizsskoph Wenzel, (

S z e-Pidhipk, Mariola Post, Arkiiusz Parus, Marta Syczewska, Mateusz Kurzawski, Stefan
Oswald. Protein Abundance of Drug Metabolizing Enzymes in Human Hepatitis C Livngrg.
Mol. Sci. 24, 4543. 2023.
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Tabela8. R- Uni ce mindzy anal i zowanyspresjigRNAp a mi do
oraz stnUenia biagka (CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B6
CYP2E1, CYP 3A4, CYP3AS5 oraz UGT1A1, UGT1A3,
wNt rpopobcyhodz Ncych od pacjent-w z HCV z rozr - Ul
ni ewydwNhoSby (iBhkaghaAChBIlid C) or amoanmalizypr - bach

statystycznej zastosowano test Kruskaldlisa oraz testDuniW t ab el i podano wartoSci p .
Ch-P A Ch-P B Ch-PC Por - wna
wszystkich grup
CYP1A1l- RNA
Ch-P B 0.53
Ch-PC 0.36 0.83
HCV (A+B+C) 0.44 1.00 1.00
Kontrola 0.65 1.00 0.91 0.91
CYP1A1-BI AGKO
Ch-P B 1.00
Ch-PC 0.33 1.00
HCV (A+B+C) 0.39 1.00 1.00
Kontrola 1.00 1.00 0.67 0.98
CYP1A2- RNA
Ch-P B 1.00
Ch-P C 0.43 1.00
HCV (A+B+C) 0.008 0.0027 0.001
Kontrola 1.00 1.00 0.76 0.0002
CYP1A2-B1 AGKO
Ch-P B 0.97
Ch-PC 0.07 0.64
HCV (A+B+C) 1.00 0.10 0.008
Kontrola 1.00 1.00 0.26 0.09
CYP2B6- RNA
Ch-P B 1.00
Ch-P C 1.00 0.84
HCV (A+B+C) 1.00 1.00 0.64
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00
CYP2B6-B1 AGKO
Ch-P B 1.00
Ch-P C 1.00 1.00
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HCV (A+B+C) 1.00 1.00 1.00
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00
CYP2C8- RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 0.02 0.009
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.0006
CYP2C8-B1 AGKO
Ch-PB 0.73
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 0.56 1.00
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00
CYP2C19- RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.0000 0.001 0.53
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.0000
CYP2C19-B1 AGKO
Ch-PB 0.70
Ch-PC 0.86 1.00
HCV (A+B+C) 0.57 0.26 0.09
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.04
CYP2C9- RNA
Ch-PB 0.45
Ch-PC 0.0094 0.29
HCV (A+B+C) 0.0017 0.37 1.00
Kontrola 0.70 1.00 0.07 0.03
CYP2C9 Bl AGKO
Ch-PB 0.84
Ch-PC 0.19 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 1.00 0.23
Kontrola 1.00 1.00 0.59 1.00
CYP2D6- RNA
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Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.08 0.14 0.31
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.03
CYP2D6-BI AGKO
Ch-PB 1.00
Ch-PC 0.86 0.95
HCV (A+B+C) 1.00 1.00 0.33
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00
CYP2E1-RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.0000 0.0001 0.0003
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.0000
CYP2E1-B1 AGKO
Ch-PB 0.01
Ch-PC 0.50 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 0.01 0.40
Kontrola 0.45 0.41 1.00 0.37
CYP3A4 - RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.06 0.14 0.72
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.01
CYP3A4-BI AGKO
Ch-PB 0.12
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.57 0.002 0.20
Kontrola 1.00 0.8 1.00 0.02
CYP3A5- RNA
Ch-PB 1.00
Ch-PC 0.74 1.00
HCV (A+B+C) 0.21 0.11 0.03
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.03

CYP3A5-BI AGKO
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Ch-P B 1.00
Ch-P C 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.36 0.31 0.29
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.1
UGT1Al- RNA
Ch-P B 1.00
Ch-P C 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 1.00 1.00
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00
UGT1A1-BI AGKO
Ch-P B 1.00
Ch-P C 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.0057 0.07 0.53
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.005
UGT1A3 - RNA
Ch-PB 1.00
Ch-P C 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 0.0000 0.0017 0.002
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.0000
UGT1A3-BI| AGKO
Ch-P B 1.00
Ch-PC 1.00 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 0.43 0.46
Kontrola 1.00 1.00 1.00 0.34
UGT2B15- RNA
Ch-P B 0.42
Ch-PC 0.03 0.71
HCV (A+B+C) 0.003 0.59 1.00
Kontrola 0.81 1.00 0.20 0.05
UGT2B15-B|l AGKO
Ch-P B 0.50
Ch-P C 0.16 1.00
HCV (A+B+C) 1.00 0.81 0.03
Kontrola 1.00 1.00 0.62 0.15
UGT2B7 - RNA
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Ch-PB 1.00
Ch-PC 0.14 0.78
HCV (A+B+C) 0.0017 0.0001 0.0000
Kontrola 1.00 1.00 0.40 0.0000
UGT2B7-BI AGKO
Ch-PB 0.04
Ch-PC 0.0002 0.11
HCV (A+B+C) 1.00 0.009 0.0000
Kontrola 0.17 1.00 0.0083 0.03

Tabela 9. EkspresamR N A

naj wageine jws Xk emyjyNbd yoerdlNlz i a §

w

met abol i z @P&ALIC¥RLAZyCYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E1, CYP 3A4, CYP3A&raz UGT1Al, UGT1A3, UGT2B7, UGT2B15 w

wNt rpbghodzNcych
ni ewydol noSci

od

pr

bach

p azerj-elnti-emni 2mMHGY ognirao

WiRtgbbp, (Bkal &) Chi hd w pr

RNA mediana min max Sredr SD CV %
CYP1A1

ChP A 0.964 0.158 4,110 1.240 1.011 82
ChPB 0.823 0.048 4.579 1.357 1.454 107
ChP C 0.265 0.106 1.696 0.687 0.698 102
HCV (A+B+C) 0.878 0.048 4.579 1.215 1.164 96
Kontrola 0.385 0.150 4.937 1.000 1.245 117
CYP1A2

ChP A 0.364 0.015 1.271 0.491 0.357 73
ChP B 0.300 0.037 1.684 0.444 0.446 100
ChP C 0.143 0.004 1.282 0.302 0.462 153
HCV (A+B+C) 0.310 0.004 1.684 0.451 0.401 89
Kontrola 0.846 0.179 3.001 1.000 0.680 68
CYP2B6

ChP A 0.925 0.131 4.242 1.161 0.931 80
ChPB 0.914 0.296 2.057 1.029 0.468 45
ChPC 0.442 0.150 4.361 1.107 1.488 134
HCV (A+B+C) 0.911 0.131 4.361 1.107 0.869 79
Kontrola 0.952 0.075 2.895 1.000 0.647 65
CYP2C8

ChP A 0.616 0.285 1.263 0.657 0.268 41
ChP B 0.583 0.281 1.401 0.680 0.334 49
ChPC 0.371 0.082 1.240 0.542 0.399 74
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HCV (A+B+C) 0.586 0.082 1.401 0.651 0.307 47
Kontrola 1.013 0.280 2.242 1.000 0.454 45
CYP2C9

ChP A 1.562 0.577 3.710 1.747 0.669 38
ChPB 1.355 0.658 2.969 1.408 0.508 36
ChPC 1.083 0.122 1.529 0.906 0.568 63
HCV (A+B+C) 1.431 0.122 3.710 1.523 0.656 43
Kontrola 1.021 0.275 1.491 1.000 0.313 31
CYP2C19

ChPA 0.273 0.103 0.600 0.278 0.122 44
ChPB 0.247 0.110 0.698 0.303 0.147 49
ChPC 0.311 0.213 1.259 0.528 0.430 81
HCV (A+B+C) 0.266 0.103 1.259 0.314 0.194 62
Kontrola 0.757 0.153 2.361 1.000 0.775 78
CYP2D6

ChP A 0.621 0.028 1.694 0.735 0.393 53
ChPB 0.564 0.180 3.196 0.922 0.875 95
ChPC 0.588 0.290 1.281 0.691 0.333 48
HCV (A+B+C) 0.620 0.028 3.196 0.794 0.597 75
Kontrola 0.898 0.294 1.983 1.000 0.485 49
CYP2E1

ChP A 0.568 0.061 1.046 0.545 0.255 47
ChPB 0.508 0.088 0.852 0.501 0.230 46
ChPC 0.454 0.092 0.664 0.395 0.242 61
HCV (A+B+C) 0.523 0.061 1.046 0.511 0.245 48
Kontrola 1.013 0.328 1.556 1.000 0.369 37
CYP3A4

ChP A 0.490 0.075 1.498 0.594 0.411 69
ChPB 0.390 0.049 1.780 0.528 0.493 93
ChPC 0.951 0.002 2.559 0.900 0.934 104
HCV (A+B+C) 0.430 0.002 2.559 0.607 0.526 87
Kontrola 0.870 0.068 2.454 1.000 0.701 70
CYP3A5

ChPA 0.993 0.181 1.900 1.018 0.492 48
ChPB 0.891 0.373 3.040 1.018 0.623 61
ChPC 1.085 0.304 4.397 1.352 1.398 103
HCV (A+B+C) 0.993 0.181 4.397 1.058 0.690 65
Kontrola 0.860 0.274 2.668 1.000 0.591 59
UGT1Al

ChP A 0.263 0.038 1.055 0.367 0.251 68
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ChPB 0.431 0.168 1.051 0.441 0.242 55
ChPC 0.241 0.125 0.890 0.362 0.282 78
HCV (A+B+C) 0.327 0.038 1.055 0.393 0.250 63
Kontrola 0.808 0.298 2.474 1.000 0.602 60
UGT1A3
ChP A 0.521 0.226 1.132 0.609 0.248 41
ChP B 0.526 0.047 1.020 0.498 0.273 55
ChPC 0.235 0.028 1.301 0.367 0.429 117
HCV (A+B+C) 0.501 0.028 1.301 0.539 0.289 54
Kontrola 0.925 0.398 1.943 1.000 0.409 41
UGT2B7
ChP A 1.677 0.427 4.326 1.858 0.852 46
ChPB 1.114 0.577 5.389 1.688 1.275 76
ChP C 1.046 0.044 1.693 0.961 0.593 62
HCV (A+B+C) 1.326 0.044 5.389 1.688 1.028 61
Vsl 0.884 0.330 2.813 1.000 0.549 55
UGT2B15 0.964 0.158 4.110 1.240 1.011 82
ChP A 0.823 0.048 4.579 1.357 1.454 107
ChPB 0.265 0.106 1.696 0.687 0.698 102
ChPC 0.878 0.048 4.579 1.215 1.164 96
HCV (A+B+C) 0.385 0.150 4.937 1.000 1.245 117
Kontrola
Tabela 10 St iUeni e bmafkaajwamdhi ej szych enzym-w
met abolizmie | ek- (CYP1A1, CYP1A2, CYP2BG6,
CYP2E1 CYP 3A4, CYP3A5 oraz UGT1A1, UGT1A3
wNt rpbyghodzNcych od pacj ent - \pniaz zagw@hsowania r oz r
ni ewydol noSci WRugbb®p, (Bkal &) Chiad w pr-bach
Bi agko . . a . 0 .
[fmol/mg] mediana  min max Sred SD CV % funlgc!onalpym_
i agki
CYP1A1
ChPA 38.92 0.00 172.72 50.99  44.72 88 27/30
ChPB 34.08 0.00 96.52 34.13 2451 72 18/21
ChPC 11.59 0.00 95.98 25.77 34.02 132 5/7
l(jch-\é+C) 3410 000 17272 4184 3805 91 50/58
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Kontrola 2150 000 19027 37.68 5075 135 18/20
CYP1A2

ChP A 41756 5481 2579.01 687.47 653.63 95 30/30
ChPB 23504 880 200000 53071 584.24 110 21/21
ChPC 58.84 570 3019.78 49506 111522 225 707
'JAE\E/HC) 31549 570 3019.78 607.49 689.31 113 58/58
Kontrola 76855 4058 264559 95310 73845 77 20/20
CYP2B6

ChP A 98.80 1442 71438 12238 12373 101 30/30
ChPB 108.82 1131 327.99 10615 6684 63 21/21
ChPC 9181 000 25354 13623 110.86 81 6/7
('jﬁ\ém) 102.89 000 71438 11818 10369 88 57/58
Kontrola 9157 1428 29268 103.05 7091 69 20/20
CYP2C8

ChP A 44115 7933 182219 556.65 402.90 72 30/30
ChPB 32449 2764 1282.94 383.07 265.64 69 21/21
ChPC 43845 1758 1061.03 414.16 36221 87 7
HCV

(nibicy  43l21 1758 182219 47661 35810 75 58/58
Kontrola 532.83 101.21 113674 538.74 309.09 57 20/20
CYP2C9

ChP A 212744 11779 5517.80 2271.05 1302.05 57 30/30
ChPB 1849.97 5528 535850 1792.80 1234.03 69 21/21
ChPC 1189.99 56.05 3599.48 1287.94 120044 93 707
HCV

(nibsc) 101072 5528 5517.80 1079.27 120029 65 58/58
Kontrola ~ 2007.57 63081 5676.82 229074 127602 56 20/20
CYP2C19

ChP A 97.07 000 33175 8246 7453 90 22/30
ChPB 4322 000 24119 5829 6810 117 13/21
ChPC 4473 000 9311 4175 3488 84 5/7
HCV

e 6425 000 33175 6880 6936 101 40/58
Kontrola 12585 000 48449 151.64 130.76 86 17/20
CYP2D6

ChP A 26743 4344 62000 287.80 15277 53 29/29
ChPB 28700 33.00 987.34 32536 25175 77 19/19
ChPC 16424 3753 50712 20460 16091 79 77
FAE\ém) 258.87 33.00 987.34 29019 193.63 67 55/55
Kontrola 29245 5571 852.82 364.67 23957 66 19/19
CYP2E1

ChP A 1309.31 102.88 468123 1556.95 1061.46 68 30/30
ChPB 587.85 36.86 2387.50 84179 593.38 70 21/21
ChPC 51347 12255 341352 1190.05 132937 112 707
HCV 105584 36.86 4681.23 125373 997.10 80 58/58
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(A+B+C)

Kontrola 1394.06 272.07 3407.44 1549.54 814.53 53 20/20
CYP3A4

Ch-P A 456.10 37.50 1937.67 588.81 452.50 77 30/30
Ch-PB 193.56 7.54 1126.37 323.88 315.60 97 21/21
ChPC 89.72 0.00 1421.24 612.49 705.33 115 6/7
HCV

(A+B+C) 336.19 0.00 1937.67 495.75 456.73 92 57/58
Kontrola 672.99 99.21 2634.15 967.18 745.25 77 20/20
CYP3AS5

Ch-P A 34.89 1498 388.78 69.85 93.83 134 30/30
Ch-PB 38.74 0.00 228.86  53.44 57.41 107 59.41885
ChPC 30.91 15.68 83.09 39.16 26.22 67 717
HCV

(A+B+C) 34.89 0.00 388.78  60.20 76.34 127 57/58
Kontrola 50.66 20.96 679.89 108.82 157.78 145 20/20
UGT1Al

Ch-P A 1088.71 351.92 2666.97 1193.62 617.95 52 30/30
Ch-PB 1096.75 95.74 2283.39 1045.42 542.46 52 21/21
ChPC 771.96 496.80 2705.02 1157.68 824.09 71 717
HCV

(A+B+C) 1037.17 95.74 2705.02 1135.62 611.43 54 58/58
Kontrola 619.52 182.88 1123.72 641.33 309.24 48 20/20
UGT1AS

ChP A 173.09 2214 72394 20159 164.01 81 30/30
Ch-PB 123.01 30.98 449.01 163.90 109.10 67 21/21
ChPC 132.28 73.17 329.48 144.44  88.98 62 7
|(_,|AE\I_£>+C) 15254 2214 723.94 181.04 138.53 77 58/58
Kontrola 20520 80.90 657.50 235.37 151.87 65 20/20
UGT2B7

ChP A 1569.70 318.02 4663.00 1739.64 1002.68 58 30/30
ChPB 1003.76  0.00 3642.30 1059.29 746.98 71 20/21
ChPC 397.70 0.00 734.09 390.52 240.72 62 6/7
|(_,|A(-:|-\L£>+C) 1039.07  0.00 4663.00 1330.48 968.04 73 56/58
Kontrola 1700.99 344.22 3455.79 1904.59 913.12 48 20/20
UGT2B15

Ch-P A 563.55 127.38 1314.02 540.11 288.00 53 30/30
Ch-PB 360.11 139.75 1637.92 42785 326.19 76 21/21
ChPC 218.37 101.54 224526 516.23 767.31 149 77
|(_,|A(-:l-\é+C) 39291 101.54 224526 496.58 379.86 76 58/58
Kontrola 550.30 174.36 1670.44 629.15 346.94 55 20/20
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Abstract: Hepatic drug metabolizing enzymes (DMEs), whose activity may be affected by liver dis-
eases, are major determinants of drug pharmacokinetics. Hepatitis C liver samples in different func-
tional states, i.e., the Child-Pugh class A (1 =30), B (n = 21) and C (n = 7) were analyzed for protein
abundances (LC-MS/MS) and mRNA levels (QRT-PCR) of 9 CYPs and 4 UGTs enzymes. The protein
levels of CYP1AL CYP2B6, CYP2C8, CYP2CY, and CYP2D6 were not affected by the disease. In the
Child-Pugh class A livers, a significant up-regulation of UGT1A1 (to 163% of the controls) was ob-
served. The Child-Pugh class B was associated with down-regulation of the protein abundance of
CYP2C19 (to 38% of the controls), CYP2E] (to 54%), CYP3A4 (to 33%), UGTIA3 (to 69%), and
UGT2B7 (to 56%). In the Child-Pugh class C livers, CYP1A2 was found to be reduced (to 52%). A
significant trend in down-regulation of the protein abundance was documented for CYP1A2,
CYP2C9, CYP3A4, CYP2E], UGT2B7, and UGT2B15. The results of the study demonstrate that
DMEs protein abundances in the liver are affected by hepatitis C virus infection and depend on the
severity of the disease.

Keywords: hepatitis C; liver; drug metabolizing enzymes

1. Introduction

Hepatitis C virus (HCV) is a small, enveloped RNA virus targeting hepatocytes, and
its local replication and immune responses lead to liver damage, ultimately resulting in
cirrhosis and/or hepatocellular carcinoma. The implementation of new treatment modal-
ities, i.e., direct acting antiviral drugs (DAAs) have markedly improved therapeutic out-
comes. However, the treatment success rate is determined by the HCV genotype, and its
high rate and the erroneous nature of its viral replication result in a high prevalence of
resistance-associated substitutions (with and without drug pressure) that may impact the
efficacy of pharmacotherapy [1].

The currently available DAAs are subjected to metabolism via enzymes located
mainly in the intestine and liver [2]. DA As are substrates of cytochrome P450 (CYP)1A2 —
pibrentasvir, CYP2B6—velpatasvir, CYP2C8—dasabuvir, velpatasvir, CYP2C19—sime-
previr, CYP3A4/5 —glecaprevir, grazoprevir, voxilaprevir, daclatasvir, elbasvir, pibren-
tasvir, simeprevir, velpatasvir, and uridine 5'-diphospho-glucuronosyltransferase
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(UGT)1A1 —pibrentasvir. Apart from being enzymatic substrates, some of the drugs pro-
duce inhibitory activity against enzymes, which complicates the enzyme/substrate/inhib-
itor interplay. The following are the enzymatic inhibitors: CYP1A2 — glecaprevir, pibren-
tasvir, CYP3A4/5—asunaprevir, daclatasvir, dasabuvir, elbasvir, glecaprevir, grazo-
previr, paritaprevir, pibrentasvir, simeprevir, velpatasvir; and UGT1Al—glecaprevir,
and pibrentasvir [3,4].

The summaries of product information of some DAAs define that safety and efficacy
have not been studied in HCV-infected patients with moderate or severe hepatic impair-
ment (Child-Pugh score B or C) due to ethical concerns and methodological challenges.
However, the European Medicines Agency (EMA) and the United States of America Food
and Drug Administration (FDA) regulations recommend pharmacokinetic studies in pa-
tients with impaired hepatic function when it is likely that liver dysfunction may signifi-
cantly affect pharmacokinetics (especially metabolism and biliary excretion) and dose ad-
justments might be needed [5,6].

Therefore, quantitative information about drug metabolizing enzymes (DMEs) levels
in HCV livers is of clinical relevance. In this regard, physiologically based pharmacoki-
netic (PBPK) modeling and simulation may enable stratification of potential risks derived
from the altered pharmacokinetics of administered drugs, prediction of oral drug bioa-
vailability, and drug-drug interactions (DDIs). The findings of this study can be applied
not only to agents targeting HCV, but also to other drugs (DMEs substrates) that are ad-
ministered to patients with hepatitis C. This study provides information about DMEs pro-
teomic data from only one pathological state of the liver stratified according to the Child-
Pugh classification, and includes the largest number of cases published so far.

Our preliminary study revealed the impact of liver diseases on DMEs protein levels,
and it included 21 cases of HCV livers (also used in the current analysis). The findings
revealed that the disease entails significant decrease in CYP2E1, CYP3A5, and UGT2B7
protein abundance [7]. However, due to the limited number of cases, we could not analyze
the data according to liver dysfunction stage. This study suggested that the protein abun-
dance of DMEs was affected by both the type of liver pathology (hepatitis C, alcoholic
liver disease, autoimmune hepatitis, primary biliary cholangitis, and primary sclerosing
cholangitis) as well as the organ functional status (according to the Child-Pugh classifica-
tion); however, in the latter analysis, samples with different liver pathologies were
merged. The combined analysis of all liver pathologies suggested that the worsening of
liver functions was associated with a significant decrease in protein abundance of CYP2E1
in class A, downregulation of CYP3A4 and UGT2B7 starting from class B, and CYP1A2,
CYP2C8, and CYP2C9 appeared to be reduced in the Child-Pugh score C livers [7].

In the present study, we were able to substantially expand the number of HCV sam-
ples, which not only allowed us to provide quantitative proteomic (LC-MS/MS) data on
DMEs status in HCV livers, but also to stratify DMEs expression levels according to the
Child-Pugh classification, i.e., functional state of the liver. The information presented in
this study is complementary to the findings on drug transporters in the liver in patients
suffering from HCV infection, as the same subjects were included in the analysis [8].

2. Results
2.1. mRNA Expression

In the contrel samples, a strong correlation (rs > 0.6) between DMEs mRNA expres-
sion and protein abundance was observed. Only CYP2EI/CYP2El and
CYP2C19/CYP2C19 did not demonstrate significant correlations (Table 1). However, HCV
infection affected correlations between DMEs gene expression and protein levels, i.e., loss
of strong correlation was seen in most enzymes, but in general the same trend in mRNA
and protein abundance changes was observed (Table 1, Figures 1 and 2, Supplementary
Tables 51 and 52).
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Figure 1. Gene expression (left) and protein abundance (right) of CYPs in hepatitis C (HCV, n = 58)
liver tissues stratified according to the Child—Pugh score into stages: A (n =30), B (2 =21), and C (n
=7), and the controls (CTRL, # = 20). The data are represented as box-plots of the median (horizontal
line), 75th (top of box) and 25th (bottom of box) quartiles, the smallest and largest values (whiskers)
and mean (+). mMRNA levels of the analyzed genes are expressed as relative amounts to the mean of
five housekeeping genes (GAPDH, HMBS, PPIA, RPLPO, RPS9). Statistically significant differences:
*p <005 *p <0.01, ™ p < 0.001 (Wilcoxon-signed rank test in comparison to the controls). (a)
Results for CYP1A1, 1A2, 2B6, 2C8, 2C9 and 2C19. (b) Results for CYP2D6, 2E1 and 3A4.

Table 1. Correlations (Spearman coefficient, r) between protein abundance and mRNA expression
levels of CYPs and UGTs in HCV livers (HCV), HCV liver disease stages (Child—Pugh class A, B
and C), as well as the controls.

mRNA vs. Protein Correlation Coefficient
Child-Pugh Child-Pugh Child-Pugh

Protein CT:)::(‘;:S nlicg,;?b Class A Class B Class C
n=30¢ n=214 n="7¢
CYP1A1l 0.664 *** 0.584 *** 0.638 *** 0.505* 0414
CYP1A2 0.824 = 0.652 0.517 * 0.642* 0.571
CYP2B6 0.612* 0.332** 0.426* -0.003 0.786*
CYP2C8 0.645* 0.025 -0.078 -0.177 0.571
CYP2C9 0.620 ** 0.202 0.238 -0.203 0.679
CYP2C19 0.325 -0.044 -0.010 -0.180 0.715
CYP2D6 0.586 ** 0.357 ** 0.468 * 0.389 -0.321

CYP2E1 0.352 0.118 0.321 -0.091 0.000
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Figure 2. Gene expression (left) and protein abundance (right) of UGTs in hepatitis C (HCV, n = 58)
liver tissues stratified according to the Child-Pugh score into stages: A (# = 30), B (= 21), and C (n
=7), and the controls (CTRL, # = 20). The data are represented as box-plots of the median (horizontal
line), 75th (top of box) and 25th (bottom of box) quartiles, the smallest and largest values (whiskers)
and mean (+). mMRNA levels of the analyzed genes are expressed as relative amounts to the mean of
five housekeeping genes (GAPDH, HMBS, PPIA, RPLPO, RPS9). Statistically significant differences:
*p <0.05,** p <0.01, **p < 0.001 (Wilcoxon-signed rank test in comparison to the controls).
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2.2. Protein Abundance

Protein abundance levels of several enzymes were not significantly affected by HCV
infection, i.e, CYP1A1l, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6, and CYP3A5. The Child-
Pugh class A livers were characterized by significant up-regulation of UGT1A1 (to 163%
of the controls). The Child-Pugh class B was associated with down-regulation of CYP2C19
(to 38% of the controls), CYP2E1 (to 54% of the controls), CYP3A4 (to 33% of the controls),
UGT1A3 (to 69% of the controls), and UGT2B7 (to 56% of the controls). Significant reduc-
tions in CYP1A2 (to 52% of the controls) and UGT2B7 (to 20% of the controls) in the Child-
Pugh stage C were also noted (Figures 1 and 2, Supplementary Table S2). The significant
trend in the downregulation of CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2E1, UGT2B7, and
UGT2B15 was documented.

The merged results of all HCV samples revealed that the disease did not significantly
affect the protein levels of CYP1A1, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1, and
UGT1A3 as compared to the control samples. Significant decrease in CYP1A2 (to 64% of
the controls), CYP2C19 (to 45% of the controls), CYP3A4 (to 47% of the controls), and
CYP3AS5 (to 55% of the controls) as well as UGT2B7 (to 70% of the controls), UGT2B15 (to
79% of the controls), and marked increase in UGT1A1 (to 177% of the controls) abun-
dances, were noted (Figures 1 and Figure 2, Supplementary Table S2).

The percentage contributions of all investigated CYPs proteins stratified according
to the Child-Pugh score are given in Figure 3. The protein amounts decreased parallel to
the disease progression, and the rank order of the enzymes was not markedly affected by
the functional state of the liver. CYP2C9, CYP2E1, CYP1A2, and CYP3A4 showed the
highest abundances, while CYP2B6, CYP1A1l, and CYP2C19 were only found in traces
(~1-2%) (Figure 3, Table S2).

Control livers (100%) HCV (77%)

CYP1A1

CYP1A1
CYP2C19
R4 1% CYP2B6 CYP2C19 1% cyp286

CYP206 1%
6%

Ch-P class A (89%)
P1A1 CYP1A1

Ch-P class B (63%) Ch-P class C (63%)

cyp2c19 CYP1A1

CYP2B6 1% 1% cvp2Bs
2% CYsPsZDB 2%

cYpP2Cc19
1%  CYP2B6 1%

2% CYP2D6
7%

cyp2cte CY
1%

CYP206

Figure 3. Pie charts of the individual enzyme protein amounts in HCV livers stratified according to
the Child-Pugh score (A, B, and C class). The pie charts show the abundance of each enzyme as a
percentage of the sum of all enzyme protein abundances. Percentages indicate a total enzyme pro-
tein abundance in comparison to the control livers (indicated as 100%).
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The Jonckheere-Terpstra test evidenced a significant trend in the downregulation of
CYP1A2 (p = 0.012), CYP2C9 (p = 0.029), CYP3A4 (p = 0.019), CYP2E1 (p = 0.004), UGT2B7
(p = 0.0001), and UGT2B15 (p = 0.013) protein abundances from class A to C classified
livers.

2.3. Genotyping

Genotyping studies of CYP2C19, CYP2D6, and CYP3AS5 resulted in exclusion of sam-
ples genetically determined with the enzyme deficiency, i.e., CYP2C19 -2 controls, 1 HCV
subject, and CYP2D6 — 1 control, 3 HCV subjects. As for CYP3A5 expression, 7 out of 58
HCV patients and 3 out of 20 control subjects were defined as expressers (*1/*3) with a
protein abundance of 297.7 fmol/mg (£259.0). The CYP3A5 non-expressers (*3/%3) protein
levels were defined at 39.6 fmol/mg (+34.07).

3. Discussion

Information about the proteomic status of DMEs in the liver in its healthy and disease
states provides insights into potential effects of liver pathologies on drug pharmacokinet-
ics, and thus therapeutic responses as well as potential side effects. The correlation be-
tween DMEs mRNA and protein levels is not always satisfactory (in the present study it
was especially affected by HCV infection). Therefore, reliable protein quantification infor-
mation allows for better predictions than mRNA expression data. Our previous findings
from studies including various liver pathologies (hepatic virus-induced liver damage, al-
coholic liver disease, autoimmune hepatitis, primary biliary cholangitis, and primary scle-
rosing cholangitis) demonstrate a disconnection between the gene expression and protein
abundance of DMEs [7].

So far, only limited information about the proteomic data of DMEs in relation to liver
diseases has been published. The above-mentioned study [7], demonstrated that different
liver pathologies affected various CYPs and UGTs. The HCV samples of the aforemen-
tioned study (21 samples are also included in the present analysis) demonstrated that the
disease was associated with significant down-regulation of CYP2E1, CYP3AS5, and
UGT2B7 protein abundances (and unchanged levels of CYP1Al, CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, UGT1Al, UGT1A3, and UGT2B15).
Those results mostly corroborate the findings of the present study, but analysis of a larger
number of cases also revealed significant protein abundance reduction in CYP1A2,
CYP2C19, CYP3A4, and UGT2B15, as well as a marked up-regulation of UGT1A1. These
findings are supported by the proteomic (LC-MS/MS) analysis of Prasad et al. [9] for
CYP2D6 (unchanged levels) as well as CYP1A2, CYP2E1, UGT2B7, and UGT2BL5 (down-
regulation) in 30 HCV liver specimens. The observed differences could be related to meth-
odological specificities; however, they could also be related to analysis of liver tissues
from patients with various stages of HCV liver disease (not defined in the study of Prasad
etal. [9]).

The present study also provides as-of-yet unavailable information about the changes
of DMEs in HCV livers in dependence on the organ functional stage (based on the Child-
Pugh classification). Our previous study suggested that the stage of liver dysfunction (an-
alyzed in the combined samples from five different liver pathologies) affected DMEs pro-
tein levels. In detail, the study revealed protein abundance down-regulation of CYP2E1
in class A livers, decreased levels of CYP2E1 and CYP2C8, CYP3A4, CYP3Ab5, and
UGT2B? in class B, as well as reduction in CYP2E1, CYP2C8, CYP3A4, CYP3A5, and
CYP1A2, CYP2C9 in the class C tissues [7]. However, these findings, as stated above, are
based on the merged results of five liver pathologies, with various contributions to each
Child-—Pugh class. Thus, the advantage of the current study relies on the analysis of only
one liver pathology, i.e, HCV. The results of the present study indicate that the Child-
Pugh class A livers are characterized by significant up-regulation of UGT1A1, the class B
livers by down-regulation of CYP2C19, CYP2E1, CYP3A4, UGT1A3, and UGT2B7, as well
as the class C livers by significant reduction in CYP1A2 and UGT2B7.
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The present analysis provides evidence that progression of liver dysfunction pro-
duced by HCV infection is associated with constant down-regulation of DMEs. The range
of protein abundance changes were in most cases over two-fold, which suggested poten-
tial clinical relevance. The results of the present study can be used to explain pharmaco-
kinetic changes observed in HCV infected patients [10]. This study demonstrated that
CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, and CYP2E] enzyme activity was differentially affected by
the presence of liver disease. The activity of all enzymes decreased significantly, but the
reduction depended on the organ functional state. However, Frye at al. did not specify
underlying liver pathology, and stratified subjects according to the Child-Pugh classifi-
cation into compensated liver disease (Child-Pugh score of 5) or decompensated liver dis-
ease (Child-Pugh score = 6) [10]. Qur quantitative proteomic data are in keeping with
altered enzymatic activity in the liver disease patients, e.g., lower (40%) chlorzoxazone
(CYP2E1 substrate) metabolic ratio in patients with moderate-severe liver disease, signif-
icantly (69%) lower caffeine (CYP1AZ2 substrate) metabolic ratio in decompensated liver
disease (Pugh score >6), and no effects on the drug pharmacokinetics of the compensated
disease (Pugh score =5) [10]. From this perspective, the current study findings are in keep-
ing with clinical data on metabolic ratios of probe substrates for the studied enzymes (i.e.,
CYP1A2, CYP2C19, and CYP2E1) [10]. The CYP3A4 results of the present study are in line
with clinical observations on midazolam (CYP3A4 substrate) pharmacokinetics reported
by Pentikainen, who demonstrated significantly higher oral bicavailability (38%) and 41%
lower total clearance of the drug (and unchanged plasma protein binding and distribu-
tion) in patients with chronic liver disease (with undefined etiology) [11]. The pharmaco-
kinetic study, which revealed unaltered pharmacokinetics of debrisoquine (substrate of
CYP2D6) in mild or moderate (Child-Pugh classification) liver disease patients also cor-
roborate our results. However, reduced urinary excretion of 4-hydroxydebrisoquine in
patients with the liver disease was also observed [12].

The presentstudy also demonstrated significantly elevated protein levels of UGT1A1
in Child-Pugh class A livers, and this observation is not in keeping with the study of Pra-
sad et al. [9], who reported UGT1A1 to be below the lower limit of quantification in livers
infected with HCV. However, our finding fits to the changes in the gene expression re-
ported by Congiu et al. [13]. The latter study revealed higher levels of UGT1A1 in early
stages of liver fibrosis; however, they noted down-regulation in more advanced stages of
the disease. In the present study, mRNA UGT1ALl levels in the liver were similar in all
Child-Pugh classes. Clinical pharmacokinetic study suggests that glucuronidation path-
ways are not affected by liver diseases (revised in [14]), which is also supported by the
stable protein levels of UGT1A3 and UGT1A1 in the Child-Pugh class B and C HCV livers
revealed in this study. However, in most studies reporting preservation of drug glucu-
ronidation only patients with mild to moderate liver disease were recruited. More recent
reports have revealed that some glucuronidation pathways could be down-regulated in
more acdvanced stages of liver failure. Our study demonstrated lower levels of UGT2B7
and UGT2B15 in HCV affected livers, especially in the Child-Pugh class C livers. These
findings may explain the reduced glucuronidation of morphine (UGT2B7) [15], lamotrig-
ine (UGT1A4, UGT2B7) [16], zidovudine (UGT2B7) [17], mycophenolic acid (UGT1A9,
UGT2B7) [18], or oxazepam (UGT2B15) [19] in patients with liver dysfunction. However,
those studies might not identify the effects of the disease on individual UGT isoforms
levels, since the substrate overlap of UGTs activity is frequently observed.

The protein abundance of DMEs in the control group from the present study are
mostly in keeping with the results of other reports. It should be stated that the control
liver source can (to some extent) affect results. The preliminary study compared DMEs
protein abundances in organ donor livers and metastatic livers (used in studies as refer-
ence/control values) and demonstrated some differences [20]. The type of specimen ana-
lyzed, i.e., whole liver tissue or microsomal fraction applied for proteomic analysis [21],
along with tissue preservation process [22] as well as methodological issues [23,24], can
also produce some discrepancies. In the present study, the control group results of the
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most abundant CYPs (CYP2C9, CYP2E1, and CYP3A4) in metastatic livers free from
pathological changes are in line with Vasilogianni et al.’s targeted proteomics results, but
measured in microsomal fraction [25], and Couto et al., who measured CYPs in microso-
mal fraction using a global proteomic approach in the same type of control (metastatic
liver) tissues [26].

In the current study, only Caucasian liver samples were included so that we could
exclude the ethnic bias. In the literature the impact of ethnicity on drug pharmacokinetics
was postulated, suggesting indirect differences in DMEs levels/activities [27]. Some of the
inter-ethnic differences can be ascribed to genetic polymorphisms, which affect protein
levels or enzymatic activity, e.g, higher frequencies of CYP3A5 allele expression
(CYP3A5%3, CYP3A5%6, and CYP3A5*7) in African Americans compared to individuals of
European, Native American, and Asian ancestry (affecting pharmacokinetics of tacroli-
mus) [28] or higher number of the slow metabolizer of CYP2B6 516 G > T allele in Africans
Americans (46.7%) and Sub-Saharan Africans (45%) compared to Asians (17.4%), Hispan-
ics (17.4%), Japanese (18%), and Caucasians (21.4%) (affecting efavirenz or atazanavir
pharmacokinetics) [29,30]. In the present study 7 out of 58 HCV patients and 3 out of 20
control subjects were defined as expressers of CYP3AD (*1/*3 genotype) with protein
abundance levels of 297.7 fmol/mg (+259.0), in comparison to 39.6 fmol/mg (+34.07) in non-
expressers (*3/*3 genotype). However, there is a paucity of expression and protein abun-
dance information about DMEs in different ethnic groups. The available data suggest that
ethnic origin does not have a substantial impact on DMEs levels [31]. It seems that nonge-
netic factors such as diet, weight, and environmental factors should be also highlighted as
potential sources of inter-individual variation in drug pharmacokinetics. There is also ev-
idence of age-dependent changes in the expression levels, protein abundances, and activ-
ities of DMEs [32,33]. However, our study groups are age-similar, and the impact of age
on the results can be disregarded.

The changes in the DMEs expression/abundance can be, in part, ascribed to altered
cytokine status produced by HCV infection in the liver. Hepatitis C is an inflammatory
disease associated with elevated expression levels of [L(interleukin)-6 and TN F(tumor ne-
crosis factor)-a [34]. It is also documented that liver-infiltrating T cells from chronic hep-
atitis C patients produced IFN(interferon)-y [35], apoptotic hepatocytes released IL-1a
[36], and macrophages exposed to HCV secreted IL-13 and IL-18 [37]. These cytokines
could be involved in the transcriptional regulation of some DMEs and may explain the
expression/abundance changes observed in the present study. Human hepatocyte culture
experiments demonstrated that [L-6 exposure resulted in the down-regulation of genes
coding for CYP3A4 and CYP2BE6, as well as up-regulation of CYP1A2. This study did not
evidence any impact of IL-1B, and no synergism between IL-6 and IL-1p on the CYPs
genes expression [38]. The exposure of HepaRG cells to IL-6 produced the suppression of
CYP1A2, CYP2B6, and CYP3A4 mRNA levels. Similar findings on CYP1A2, CYP2B6, and
CYP3A4 mRNA expressions were observed in primary hepatocytes [39]. However, no
suppression of CYP1A2, CYP2B6, and CYP3A4 mRNAs after exposure to [L-18 and IL-13
was observed [38,39]. The TNF-a suppressed expression of cyplal gene in the hepatocyte
cell line Hepalclc7 [40], and IFN-y induced down-regulation of CYP1A2 and CYP3A4
expression in human hepatocytes [41]. The down-regulation of transcription factors such
as hepatocyte nuclear factors (HNFs), NF(nuclear factor)-xB, along with several nuclear
receptors such as pregnane X receptor (PXR) and constitutive androgen receptor (CAR),
have been proposed to be responsible for suppression of the CYPs expression by inflam-
matory stimuli [40,42,43]. It was shown that PXR was involved in the IL-6-mediated
down-regulation of CYP3A4 in HepG2 cells [44], and IL-1 mediated regulation of
CYP3A4, with possible contribution of HNF(hepatocyte nuclear factor)4 [45]. An involve-
ment of NF-kB in the down-regulation of CYP1A1/1A2 expression in hepatocytes was also
reported [40]. Furthermore, PXR and CAR could also regulate phase I1 enzymes in hepato-
cytes [46]. However, not all results of the present study are in keeping with in vitro and
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